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International application No. 

PCT/FR99/03304 



Basis of the report 



1 This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ): 



| [ the international application as originally filed. 

the description, pages 1-53 

pages 

pages 

pages 



. as originally filed, 
. filed with the demand, 
. filed with the letter of 
filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-31 



. as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/12-12/12 



. as originally filed. 
. filed with the demand, 
, filed with the letter of 
filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of- 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims. Nos. 

□ 

the drawings, sheets/fig 



3 Q This re P ort has been established as if (some of) the amendments had not been made, since thev have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary- 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



2 . C itations and explanations 

- - The following documents are referred ta: 

Dl= WO-A-98/10274 
D2= WO-A-97/09400 
D3= EP-A-0 583 814 

D4= HOURDET D. ET AL . : "Synthesis of 

thermoassociative copolymers", POLYMER, Vol. 38, 
N° 10, May 1997 (1997-05), pages 2535-2547. 

Novelty: 

1. Dl discloses a heat-sensitive medium with all of the 
features mentioned in Claim 1: 

An electrolyte containing a dissolved block copolymer 
which enables the solution to change reversibly from 
a viscosity V x (at a temperature Ti) to a viscosity V_ 
(at a temperature T 2 ) , which is at least 100% greater 
than Vi, said polymer containing two non-contiguous 
polymer segments with an LCST, and a polymer 
component soluble in the electrolyte (see Example 3; 
and page 26, line 8, to page 27, line 14) . 

The same considerations apply to documents D2-D4, 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) ~ " 



Claims 2-22, 24-30 YES 

Claims 1, 2 3, 31 NO 

Claims YES 

Claims 2-22, 24-30 NO 

Claims 1 — 31 YES 

Claims j^q 
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which likewise disclose a heat-sensitive medium 
covered by the definition provided in Claim 1: 

D2, see page 3, line 4, to page 4, line 31; 

D3, see page 2, lines 47-56, Table 1 and Table A; 

D4, see Figure 1 and "Experimental". 

It should be noted that the composition as defined in 
Claim 1 does not exclude the use of a salt or indeed 
separation at high temperatures. 

The subject matter of Claim 1 therefore fails to 
satisfy the novelty requirement of PCT Article 33(2). 

2. Furthermore, the following points must also be taken 
into account: 

2.1 According to the description (see page 17, line 30, 
particularly Example 9) , polymers of the 
polyoxypropylene and polyoxybut ylene types have an 
LCST (see also D3, page 8, lines 26 and 27) . 

2.2 The scope of Claim 1 includes a heat-sensitive medium 
containing a set of block copolymers. There is no 
restriction as to the use of that medium (for 
separation by electrophoresis, for example) . 

2.3 The copolymers of Claim 1 are not confined to non- 
charged polymers. 

3. Dl also discloses the use defined in Claim 23 and a 
device as defined in Claim 31. Consequently, these 
claims likewise lack novelty. 
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Inventive Step: 

It is currently difficult to determine which of the 
dependent claims contain a feature which, in 
combination with the features of any one claim to 
which they refer, constitutes subject matter 
satisfying the PCT requirement of an inventive step; 
in other words, it is difficult to identify the 
technical problem which might be solved in an 
inventive manner by those features. 

Industrial Applicability: 

Industrial applicability is acknowledged (PCT Article 
33 (4) ) . 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. The independent claims have not been drafted in the 
two-part form defined in PCT Rule 6.3(b); however, 
in this case it seems appropriate to use the two- 
part form, with features which are known in 
combination from prior art (Dl) appearing in the 
preamble (PCT Rule 6.3(b) (i)) and the remaining 
features in the characterising part (PCT Rule 
6.3 (b) (ii) ) . 
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VIE Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. Claim 1 does not meet the requirements of PCT 
Article 6 in so far as the subject matter for which 
protection is sought is not clearly defined. The 
claim attempts to define the subject matter in terms 
of the result to be attained, which simply amounts 
to stating the fundamental problem to be solved by 
the invention. The technical features required to 
attain that result and to solve the problem must 
also be mentioned (e.g. by indicating the specific 
polymers with which the result is attained) . 

2. In the light of Examples 1 and 2, it would appear 
that the structure of the block copolymer should be 
defined as follows: 

"two non-contiguous polymer segments... linked to 
each other by a polymer segment is soluble in...". 
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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 
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Demande internationale n° PCT/FR99/03304 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilfes de remplacement qui ont 6t6 remises 
<k I'office r$cepteur en r$ponse £ une invitation faite conformGment & l' article 14 sont conslder4es dans ie present 
rapport comme "initiaiement d£pos£es u et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)): 

Description, pages: 

1-53 version initiale 

Revendications, N°: 

1-31 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/12-12/12 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient k la disposition de Padministration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donn£e sous ce point. 

Ces elements etaient k la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: f qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preiiminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echSant), I'examen preiiminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme 6crite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a ['administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d6pos6e, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par 6crit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraTne I'annulation : 



55.3). 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 0 ** : 

□ des dessins, feuitles : 

5. □ Le present rapport a 6t§ formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont §t6 consid§r6es 
comme allant au-dela. de l'expos§ de I'invention tel qu'il a 6t6 d6pos6, comme il est indiqu6 ci-apr6s (rfcgle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu6e au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations eomplementaires, le cas 6ch6ant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute Oui : Revendications 2-22,24-30 

Non : Revendications 1 ,23,31 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 2-22,24-30 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-31 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont 6t6 constatees : 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent enti&rement sur la description : 
voir feuille separee 



Fonmulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) Ouillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande international n° PCT/FR99/03304 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Point V: 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 = WO 98/10274 
D2 = WO 97/09400 
D3 = EP-A-0 583 814 

D4 = HOURDET D ET AL: 'Synthesis of thermoassociative copolymers' 
POLYMER, vol. 38, no. 10, mai 1997 (1997-05), page 2535-2547 

N: 

1 . Le document D1 divulgue un milieu thermosensible avec toutes les 
caracteristiques mentionnees dans la revendication 1 : 

Un electrolyte dans lequel est dissous un copolymere bloc qui confere a la 
solution la faculte de transiter reversiblement d'un etat de viscosite (a une 
temperature T A ) vers un etat de viscosite V 2 superieure d'au moins 100 % a V, (a 
une temperature T 2 ), le polymere comprenant deux segments polymeriques non- 
contigus presentant une LCST et un element polymerique soluble dans 
I'electrolyte (voir exemple 3 et page 26, ligne 8 a page 27, ligne 14). 

Les memes considerations s'appliquent aux documents D2 a D4 qui divulguent 
aussi un milieu thermosensible qui est couvert par la definition de la revendication 
1: 

D2, voir page 3, ligne 4 a page 4, ligne 31 ; 

D3, voir page 2, lignes 47 a 56, table 1 et table A; 

D4, voir figure 1 et "Experimental". 

II est a noter ici, que la composition comme definie dans la revendication 1 
n'exclut ni I'utilisation d'un sel ni la separation aux temperatures hautes. 

Done I'objet de la revendication 1 n'est pas conforme au critere de nouveaute 
defini par Particle 33(2) PCT. 
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2. De plus, les points suivants doivent etre aussi pris en consideration: 



2.1 Selon la description (voir page 17, ligne 30, en particulier exemple 9) les 
polymeres de type polyoxypropylene et polyoxybutylene presentent de LCST (voir 
egalement D3, page 8, lignes 26 et 27). 

2.2 L'etendue de la revendication 1 couvre un milieu thermosensible comprenant un 
ensemble de copolymeres blocs. II n'y a aucune restriction concernant ('utilisation 
de ce milieu (par exemple pour la separation par electrophoreses 

2.3 Les copolymeres de la revendication 1 ne sont pas limites aux polymeres non- 
charges. 

3. Le document D1 divulgue aussi I'utilisation telle que definie dans la revendication 
23 et un dispositif tel que defini dans la revendication 31. Ces revendications 
manquent done aussi de nouveaute. 

Al: II n'est pas evident a I'heure actuelle de savoir, quelles revendications 

dependantes contiennent une caracteristique qui, en combinaison avec celles de 
Tune quelconque des revendications a laquelle elles se referent, definisse un 
objet qui satisfasse aux exigences du PCT en ce qui concerne I'activite inventive 
e'est-a- dire, pour quel probleme technique ces caracteristiques pourraient 
constituer une solution inventive. 



Al: L'application industrielle est reconnue (Article 33(4) PCT). 



Point VII: 



1. Les revendications independantes ne sont pas presentees en deux parties 

comme prevu par la regie 6.3 b) PCT, alors qu'une telle presentation semblerait 
appropriee en I'espece, les caracteristiques connues en combinaison de I'etat de 
la technique (document D1) figurant dans le preambule (regie 6.3 b) i) PCT) et les 
caracteristiques restantes figurant dans la partie caracterisante (regie 6.3 b) ii) 
PCT). 
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Point VIII: 



1 . La revenclication 1 ne satisfait pas aux conditions requises a I'article 6 PCT, dans 
la mesure ou I'objet pour lequel une protection est recherchee n'est pas 
clairement defini. La revendication tente de definir cet objet par le resultat a 
atteindre, ce qui revient simplement a enoncer le probleme fundamental que doit 
resoudre invention. Les caracteristiques techniques necessaires pour parvenir a 
ce resultat et resoudre le probleme doivent etre ajoutees (cf. par I'introduction des 
polymeres specif iques avec lesquels on atteint ce resultat). 

2. Au vu des exemples 1 et 2 il apparait que la structure du copolymere bloc doit 
etre definie comme suivant: 

"deux segments polymeriques non-contigus... relies entre eux par un segment 
polymerique est soluble dans...". 
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(54) Title: HEAT-SENSITIVE MEDIUM FOR SEPARATING SPECIES IN A SEPARATOR CHANNEL 



(54) Titre: MILIEU THERMOSENSIBLE POUR LA SEPARATION D'ESPECES AU SEIN D'UN CANAL DE SEPARATION 
(57) Abstract 



The invention concerns a medium comprising an electrolyte wherein is dissolved at least an assembly of block copolymers characterised 
in that said block copolymers: are present in said electrolyte at a concentration level to provide said' medium with the property of reversibly 
passing from a state of viscosity VI, obtained at a temperature Tl, to a viscosity state V2 greater by at least .100 % than VI, obtained at a 
temperature T2, and comprise in their structure at least: two non-contiguous polymeric segments having in said electrolyte a lower critical 
solubility temperature (LCST) and having an average number of atoms along their skeleton more than 50; and a polymeric segment soluble 
in the electrolyte at temperatures Tl and T2. The invention also concerns the use of said medium for separating analytes. 

(57) Abrege 

La pr6sente invention concerne un milieu comprenant un electrolyte dans lequel est dissout au moins un ensemble de copolymeres 
blocs caracte>is6 en ce que lesdits copolymeres blocs sont pr6sents dans ledit electrolyte a une concentration suffisante pour conferer audit 
milieu la facult£ de transiter rdversiblement d'un 6tat de viscosite* VI, obtenu a une temp6rature Tl, vers un 6tat de viscosite V2 superieure 
d'au moins 100% a VI, obtenu a une temperature T2 supdrieure d'au moins 20 °C a Tl et comprennent dans leur structure au moins 
deux segments polymeriques non-contigus prdsentant dans ledit electrolyte une LCST et possddant un nombre moyen d'atomes le long de 
leur squelette supdrieur a 50 et un segment polymenque soluble dans l'electrolyte aux temp6ratures Tl et T2. Elle a egalement pour objet 
Putilisation dudit milieu a des fins separatives a" analytes. 
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MILIEU THERMOSENSIBLE POUR LA SEPARATION D'ESPECES AU 
SEIN D'UN CANAL DE SEPARATION. 

La presente invention concerne le domaine de la separation, de 

5 r identification et/ou de ('analyse de particuies, de molecules ou de 
macromolecules, et plus particulierement d'acides nucieiques au sein d'un canal, 
par exemple dans un systeme microfluidique ou plus particulierement dans le 
cadre de P electrophorese capiilaire. 

L'electrophorese en gel a de tres nombreuses applications pour la 

10 separation de particuies, de molecules et de macromolecules chargees, et en 
particuiier- de -macromolecules biologiques comme lesacides nucieiques (ADN, .. 
ARN, oligonucleotides), les proteines, les polypeptides, ies glycopeptides et les 
polysaccharides. Une application particulierement importante est le sequengage, 
c'est a dire la lecture du code genetique de I'ADN. Elle se pratique le plus 

15 souvent dans des gels plans et macroscopiques (d'epaisseur de I'ordre de 1 a 
plusieurs mm), composes d'agarose ou de polyacrylamide. Plus recemment, 
d'autres gels derives de Pacrylamide et toute une serie de gels d'acrylate ou de 
methacrylate ont ete proposes pour ameliorer telle ou telle propriete du gel. En 
particuiier, dans le brevet US 5 164 057, il a ete propose I' utilisation de 

20 polymeres presentant en solution une temperature critique de soiubiiite (abrege 
par la suite LOST dans la presente demande), pour controler le caractere 
hydrophile/hydrophobe au sein d'un gel reticule de fagon permanente et 
irreversible, utilise en electrophorese. 

Malgre ces ameliorations, T electrophorese planaire en gel presente 

25 plusieurs inconvenients. 

Elle requiert un travail manuel relativement important pour la 
preparation du gel, qui ne peut etre utilise qu'une fois, et pour la revelation 
ulterieure des distances de migration. La reproductibilite des experiences d'un gel 
a P autre est difficile a obtenir, car les proprietes du gel dependent des conditions 

30 exactes de la preparation. Etant donnee la production de chaleur liee au courant, 
des tensions assez faibles doivent etre employees, conduisant a des temps de 
separation longs. Enfin, P electrophorese planaire est difficile a automatiser et a 
quantifier. Pour ces differentes raisons, P electrophorese en gel macroscopique 
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tend a etre supplantee par des techniques dans lesquelles la separation ou plus 
generalernent I'analyse des constituants d'un echantillon s'effectue dans des 
canaux de grand rapport surface/volume, conrime des capillaires cylindriques, ou 
des canaux de section submillimetrique pianaires prepares au sein d'un materiau 
5 (appelles "puces", microcanaux ou systemes microfluidiques). Des exemples de 
telles separations sont decrits par exemple dans "Capillary electrophoresis in 
analytical biotechnology", Righetti ed., CRC press, 1996, ou dans Cheng, J.et 
coll., (1996), Molecular Diagnosis, 1, 183-200. 

10 Dans ce qui suit, on designera ['ensemble des methodes mettant en 

jeu une -separation electrophoretique dans un canal ou plusieurs canaux dont 
Tune des dimensions au moins est de dimension submillimetrique, sous le nom 
"d'electrophorese capillaire" (EC). On designera, plus generalernent, par 
"systeme "microfluidique", tout systeme dans lequel I'analyse d'especes est 

is effectuee grace au transport des dites especes et/ou de fluides au sein d'un canal 
ou d'un ensemble de canaux dont Tune des dimensions au moins est 
submillimetrique. 

L'EC et les systemes microfluidiques permettent des separations 
plus rapides et plus resolutives que les gels, ne reclament pas de milieu 

20 anticonvectif, et leurs proprietes ont ete utilisees largement pour effectuer des 
separations d'ions en milieu liquide. 

Toutefois, une part importante des analytes que Ton souhaite 
separer par I'electrophorese, et notamment ceux rencontres en biologie, ont, en 
milieux visqueux homogene, une mobilite independante de leur taille et ne 

25 peuvent etre valablement separes qu'au sein d'un milieu presentant des 
obstacles. Les gels employes en electrophorese traditionnelle, notamment, sont 
formes par des portions de chaTnes macromoleculaires ou des fibres connectees 
entre elles et intraversables par les analytes. Ces derniers doivent se frayer un 
chemin le long des pores presents entre les segments macromoleculaires du gel, 

30 ce qui donne lieu a la separation voulue. Dans les premieres applications de TEC 
a I'ADN et aux proteines, on a souvent eu recours a des gels permanents reticules 
a i'interieur du capillaire. Ceci presente de nombreux inconvenients: la preparation 
d'un gel bien homogene et sans bulle a I'interieur d'un capillaire est delicate. Le 
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gel se degrade relativement vite par hydrolyse, et est 11 pollue " par des impuretes 
presentes dans les echantillons, qui finissent par degrader les performances de la 
separation, ou meme par boucher le capillaire apres un nombre iirnite de 
separations. Etant donne le prix de revient et/ou la difficulty de fabrication d'un 

5 capillaire rempli de gel, ce defaut rend le cout de cette approche prohibitif. 

A I'heure actuelle, la grande majorite des separations de 
^ macromolecules biologiques effectuees en EC ont recours a des solutions de 
polymeres hydrosolubles lineaires enchevetres presentant Tavantage de pouvoir 
etre remplacees aussi souvent que necessaire. A concentration assez elevee, 

o soit significativement au dessus du seuil d'enchevetrement, les differents 
polymeres de la solution s'enchevetrent et constituent un reseau transitoire_ 
continu d'obstacies topologiques qui ne peuvent etre traverses par les analytes, 
conferant ainsi a la solution des proprietes de separation electrophoretique. 

Ces solutions de polymeres hydrosolubles donnent satisfaction dans 

5 certaines applications, mais presentent egalement de nombreuses limitations. 

La premiere de ces limitations est Telectroosmose, un mouvement 
d'ensemble du milieu de separation du a la presence de charges sur les parois 
du capillaire ou du canal. Ce mouvement etant souvent variable dans le temps et 
non-uniforme, il nuit a la reproductible des mesures et a la resolution. De 

o nombreuses methodes ont ete proposees pour ie combattre, comme le 
traitement de la surface des capillaires par adsorption d'especes essentiellement 
neutres sur les parois du canal de separation prealablement a la separation 
proprement dite (Wiktorowicz et coll., Electrophoresis, 11, 769, 1990, Tsuji et 
coll., J. Chromatogr. 594, 317 (1992), ou par le traitement du capillaire par une 

5 solution acide (Fung et coll., Anal. Chem. 67, 1913, (1995)). Ces methodes 
presentent Tavantage d'etre peu couteuses et de pouvoir etre repetees plusieurs 
fois pour regenerer un capillaire, mais ne reduisent souvent I'electroosmose que 
partiellement. II a ete egalement propose des methodes de greffage irreversible 
d'une couche polymerique essentiellement neutre sur les parois, comme par 

o exemple decrit dans US 4 680 201. Des capillaires traites prets a I'emploi sont 
ainsi disponibles commercialement. Ces capillaires traites de fa9on irreversible 
conduisent a une bonne reduction de Telectroosmose pour un certain nombre de 
separations mais leur duree de vie est limitee et leur cout eleve. 
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Un autre inconvenient majeur des separations electrocinetiques en 
solutions de polymeres est que la resolution et la gamme de tailles separable 
sont meilleures avec des solutions relativement concentrees et de fortes masses 
moleculaires (Mitnik et coll., J. Chrom. A, 710, 309 (1995); Goetzinger et coll., 
5 Electrophoresis, 19, 242, 1998)). Ceci est attribue a des deformations de la 
matrice de separation qui limitent la resolution pour les analytes de grande taille 
et qui sont d'autant plus importantes que la masse moleculaire de la matrice est 
petite et que sa concentration est faible. Par contre, la viscosite d'une solution de 
polymeres augmente tres rapidement quand on augmente la masse moleculaire 

10 et la concentration. On est done limite dans T application des solutions de 
polymeres hydrosolubles enchevetres par la tres grande difficulty, et en dernier 
ressort Timpossibilite, qu'il y a a introduce dans un capillaire de dimensions 
faibles (typiquement moins de 100 micrometres) une solution de tres grand 
viscosite. Enfin, il faut noter que la gamme de separation accessible a 

15 I'eiectrophorese capillaire peut etre etendue vers les plus grandes tailles par 
('utilisation de champs pulses. On se heurte alors a des phenomenes 
d'agregation de i'ADN qui limitent la portee de Amelioration, et qui sont eux 
aussi d'autant plus forts que la viscosite du milieu est faible. 

20 Afin de resoudre le dilemrne pose par la recherche d'une faible 

viscosite pour I' injection du milieu de separation dans le canal, et d'obstacles 
topologiques resistants pour la separation, qui conduisent de fait a une forte 
viscosite, certains auteurs ont propose d'utiliser un milieu polymere dont la 
viscosite diminue fortement au cours d'une elevation de temperature. Ce type de 

25 milieu a pour avantage de permettre I'injection dudit milieu dans le capillaire a 
haute temperature dans un etat de faible viscosite, et la separation a plus basse 
temperature dans un etat de plus forte viscosite presentant de bonnes 
performances de separation, comme cela est couramment effectue en 
electrophorese en gel, en particulier avec Tagarose. 

30 Dans les demandes WO 94/10561 et WO 95/30782 sont notamment 

proposes des milieux permettant une injection plus facile par elevation de la 
temperature. Sont essentiellement " decrits dans ces demandes de brevet des 
microgels capables de diminuer de volume a haute temperature (conduisant ainsi 
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a une solution diluee de particules discontinues de faible viscosite) et de se 
gonfier a basse temperature jusqu'a occuper entierement le canal de separation 
(conferant ainsi au milieu un caractere gelifie et de bonnes proprietes de 
separation). 



decroTt de fa?on plus ou moins rapide avec la temperature; il est done necessaire 
de les introduce dans le capillaire a une temperature superieure a la temperature 
a laquelle s'effectue la separation, ce qui peut presenter divers inconvenients. 
D'une part, dans les appareils d'electrophorese capillaire, il est tres difficile de 

10 thermostater la totalite du capillaire, et il est done difficile de rnettre en oeuvre de 
fa?on automatique un poiymere .qui ne.serait injectable qu'a une temperature 
nettement superieure a la temperature ambiante. On pourrait envisager une 
solution peu visqueuse a la temperature ambiante, et disposant d'une forte 
viscosite et de bonnes proprietes de separation a une temperature plus basse, 

is mais cela implique d'effectuer les separations a basses temperatures, ce qui n'est 
pas possible pour tous les analytes. En particulier, on sait que pour le sequengage 
de I'ADN, une resolution optimale des "compressions" est obtenue a relativement 
haute temperature (de I'ordre de 50-60°C), ce qui est incompatible avec le 
principe precedent. 

20 La demande WO 98/10274 propose pour sa part un milieu de 

separation moleculaire comportant au moins un type de copolymeres blocs qui est 
en solution a une premiere temperature et dans un etat de type gel a une seconde 
temperature. Ce milieu comprend en outre un tampon qui a pour role de dissoudre 
le copolymere bloc a une premiere temperature, et de le faire transiter vers I'etat 

25 gel a la dite seconde temperature sans interrompre le processus de separation, et 
sans empecher le retour a un etat soluble lors du retour a la dite premiere 
temperature. Plus specifiquement, les polymeres decrits sont des polymeres 
triblocs de faibles masses moleculaires (typiquement inferieures a 20 000), de la 
famille polyoxyethylene-polyoxypropylene-polyoxyethylene (POE-POP-POE) et 

so plus specifiquement encore le (POE 99 -POP 69 -POE 99l ou les indices represented 
les nombres de monomeres de chaque bloc) (nom commercial "Pluronic F127). A 
basse temperature, les deux segments POE en extremite des systemes triblocs 
sont hydrosolubles, et etant donnee la faible masse moleculaire du copolymere, 
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Toutefois, ces milieux de separation presentent une viscosite qui 
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les solutions sont relativement peu visqueuses jusqu'a une concentration elevee. 
En eievant la temperature aux alentours de de 15-25°C, le segment central POP 
central devient plus hydrophobe, et ces polymeres s'associent pour constituer au 
sein du milieu un reseau tridimensionnel organise de structure predeterminee, qui 

5 confere au milieu I'apparence et la consistance d'un gel. Malheureusernent, ce 
mecanisme presente pour I'electrophorese plusieurs inconvenients. D'une part, il 
ne donne lieu a un etat gel doue de bonnes proprietes de separation 
el'ectrophoretique qu'a des concentrations en polymere importantes, superieures a 
15 g/100ml voire a 20g/100ml, ce qui conduit a une forte friction et a des temps de 

10 migration longs. Par ailleurs, la dependance des proprietes en fonction de la 
yitesse de changement de temperature rend, la reproductible des resultats 
aleatoire. Enfin, les produits proposes dans WO 98/10274 presentent une 
viscosite faible soit en dessous de la temperature ambiante soit au-dessus de la 
temperature ambiante, et presentent un etat gel interessant pour la separation 

15 electrophoretique au voisinage de la temperature ambiante (25°C), ce qui n'est 
interessant ni pour remplir commodement les capillaires, ni pour des applications 
comme le sequengage de TADN. 

Des copolymeres triblocs presentant la meme structure, avec des 
masses moleculaires differentes, donnent lieu a des proprietes physiques 

20 comparabies et a des performances en separation comparables ou inferieures au 
F127. Est egalement decrit dans WO 98/10274 un polymere de type POB 12 - 
POE 260 -POB 12t ou POB signifie polyoxybutylene. Contrairement aux polymeres 
precedents, ces polymeres donnent lieu a un etat peu visqueux a une temperature 
superieure a la temperature ambiante, et a une gelification par abaissement de 

25 temperature au voisinage de la temperature ambiante. 

II est a noter qu'il existe d'autres polymeres pouvant presenter dans 
Teau un caractere thermoviscosifiant ou thermoepaississant. Dans la demande 
de brevet EP 583 814 sont decrits des polymeres thermoviscosifiants, qui 
contiennent d'une part des parties hydrophiles du type de chame prepolymere ou 

30 macromonomere qui ne presentent pas de LOST dans une gamme de 
temperature utile, et d'autre part des parties hydrophiles du type de chaine 
prepolymere ou macromonomeres qui presentent une LOST dans la dite gamme 
de temperature utile. Cependant, les polymeres de ce type ne peuvent etre 
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utilises avec de bonnes performances en tant que milieu de separation pour 
I'electrophorese, pour plusieurs raisons. D'une part, ils n'exercent leur effet 
thermoviscosifiant qu'en presence d'une quantite de sel dans la solution 
relativement importante, comprise entre de.l'ordre de 0,4 M et plusieurs M. Cette 
5 propriete est tres handicapante pour Pelectrophorese, car ('utilisation de solutions 
fortement salines conduit a un echauffement de la solution et tnterdit I' usage de 
champs electriques forts. Les separations dans des milieux fortement salins sont 
done lentes et peu resolutives. D' autre part, ils presentent un squelette 
electriquement charge ; si on souhaite les utiliser comme milieu de separation 
10 electrophoretique, les polymeres constituant la matrice eux-memes risquent 
d'etre mis en mouvement, ou de_donner lie_u a de Pelectroendosmose, perturbant 
la separation qu'on souhaitait obtenir par interaction entre les analytes et des 
obstacles fixes. Troisiemement, ces milieux sont prevus pour donner lieu a une 
thermoviscosification, ou pour maintenir une viscosite approximativement 
is constante, dans une gamme de temperature unique et relativement large 
englobant la LCST des dites parties hydrophiles a LCST. Or, ii serait 
particulierement avantageux pour Pelectrophorese, de disposer de deux gammes 
de temperatures utiles bien distinctes, Tune pour P injection au sein de capillaire 
du milieu de separation, et P autre pour la separation electrophoretique 
20 proprement dite, la dite separation s'effectuant alors que le milieu est maintenu a 
une temperature approximativement constante. 

En fait, la plupart des milieux synthetiques proposes jusqu'a 
present comme pouvant donner lieu a un effet thermoviscosifiant presentent un 
squelette charge (L'alloret et aL, Colloid. Polym. ScL, 273, 1163-1173 (1995), 
25 Hourdet, Polymer preprints, 34, 972-973 (1993), Hourdet et aL, Polymer, 38, 
2535-2547 (1997)). En effet, une fagon habituelle pour conferer des proprietes 
thermoviscosifiantes a un polymere consiste a construire une molecule 
presentant des portions de chaTnes hydrophiles a toute temperature qui aident a 
maintenir la molecule en solution, et des portions de chaTnes a LCST qui 
30 conduisent par elevation de temperature a une interaction attractive entre 
chalnes, responsables de la viscosification. Pour obtenir une bonne 
viscosification, il serait souhaitable de multiplier la proportion des portions de 
chaines a LCST et leur force d' interaction, mais une telle augmentation tend 
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aussi a induire une separation de phase macroscopique, qui reduit au contraire 
la viscosite. La presence de charges electriques sur le squelette aide a 
empecher la separation de phases macroscopique par effet d'entropie des 
contre-ions ou de repulsion eiectrostatique, et permet done de faire entrer dans 
5 la composition des polymeres une quantite de portions a LCST suffisante pour 
donner une viscosification, tout en empechant la separation de phases 
macroscopique. On voit done qu'ii est particulierement difficile de constituer des 
milieux thermoviscosifiants a base de polymeres a squelette hydrophiie neutre. 
Quelques exemples de tels milieux ont ete decrits dans de Vos et coll., Polymer, 

10 35, 2644 (1994), mais ils ne donnent lieu a thermoviscosification qu'en presence 
d/un fort taux de seL et a des temperatures de_plus de_80°C , ce_qui les rend 
egalement inutilisables pour ia plupart des applications envisageables en tant 
que matrice de separation, et en particuiier pour I'electrophorese. 

En consequence, bien que de nombreux types de milieux, 

is thermosensibles ou non, aient ete proposes comme matrices pour la separation 
eiectrocinetique d'especes au sein d'un canal, et que de nombreux types de 
milieux thermosensibles aient egalement ete proposes pour d'autres 
applications, il n'existe pas a Theure actuelle de milieux presentant pour ies dites 
separations des proprietes optimales. 

20 La presente invention a precisement pour objet de proposer un 

nouveau type de milieux de separation dont ii s'avere possible d'optimiser Ies 
proprietes en fonction de la taille des analytes que Ton cherche a separer a 
travers la selection d'un copolymere specifique. 

Au sens de r invention, on entend couvrir sous F expression 

25 separation, toute methode visant a separer, identifier ou analyser, Pensemble ou 
certaines des especes contenues dans un melange, les dites especes etant 
communement appelees " analytes 

Cette separation peut ainsi etre realisee au sein d'un canal dans 
un systeme microfluidique ou dans le cadre de 1'electrophorese. 

30 

L'invention est particulierement avantageuse dans le cas de 
separations electrocinetiques. 
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On entend couvrir sous ('expression separation electrocinetique, 
toute methode visant a separer Tensemble ou certaines des especes contenues 
dans un melange, les dites especes etant communement appelees " analytes 
en tesfaisant migrerau sein d'un milieu sous Taction d'un champ electrique, que 

5 ie champ exerce son action motrice sur les analytes de fagon directe ou 
indirecte, par exemple par T intermediate d'un deplacement du milieu lui-meme, 
comme dans I'electrochromatographie, ou d'un deplacement d'especes annexes 
telles que des micelles, dans le cas de Telectrochromatographie micellaire, ou 
par n'importe quelle combinaison d'actions directes et indirectes. Sera 

10 egalement consideree comme une methode de separation electrocinetique selon 
Tinvention toute methode de separation dans laquelle.la dite action du champ 
electrique est combinee a une autre action motrice d'origine non-eiectrique. 

Plus particulierement, la presente invention a pour objet un milieu 
thermosensible pour la separation d'especes au sein d'un canal de separation, 

15 ledit milieu comprenant un electrolyte dans lequel est dissous au moins un 
ensemble de copolymere blocs caracterise en ce que lesdits copolymeres blocs : 

- sont presents dans iedit electrolyte a une concentration suffisante 
pour conferer audit milieu la faculte de transiter reversiblement d'un etat de 
viscosite V1, obtenu a une temperature T1, vers un etat de viscosite V2 

20 superieure d T au moins 100% a V1, obtenu a une temperature T2 superieure d J au 
moins 20°C a T 1 et 

- comprennent dans leur structure au moins : 

- deux segments polymeriques non-contigus presentant dans 
ledit electrolyte une LCST et possedant un nombre moyen d'atomes le long de 

25 leur squelette superieur a 50 et 

- un segment polymerique soluble dans I 'electrolyte aux 
temperatures T1 etT2. 

Au titre de Tinvention, sauf mention explicite toutes les moyennes 
30 sur des ensembles de chaTnes ou sur des ensembles de segments 
polymeriques, comme la masse moleculaire moyenne, ou le nombre moyen 
d'atomes le long du squelette, ou encore le nombre moyen de greffons dans le 
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cas d'un polymere en peigne, s'entendent comrne des moyennes en masse au 
sens habituel de la physique des polymeres. 

Le milieu de separation revendique possede done la capacite de 
transiter de fa?on reversible entre un etat fluide de viscosite assez basse pour 

5 permettre son introduction dans le dit canal, obtenu a une temperature T1, et un 
etat de viscosite notablement superieure, et en tout etat de cause au moins deux 
fois superieure, obtenu a une temperature T2 superieure d'au moins 20°C a la 
temperature T1. A la temperature T2, ledit milieu de separation est doue de 
proprietes de separation significatives pour des especes dans une gamme de 

10 composition chimique et de tailie predefinies. 

- " Par " temperature T-1 " , on entend dans.le cadre de l' invention, soit 
une temperature precise, soit une gamme de temperatures relativement etroite, 
de largeur typiquement de I'ordre de 10°C, utile pour r execution d'une operation 
particuliere relative au procede de separation, et en particulier pour P introduction 

15 de la matrice de separation selon Pinvention dans le canal de separation. Selon 
une variante preferee de ['invention, la temperature T1 est comprise entre 
environ 15 et 30°C. De meme, par " temperature T2 ", on entend dans le cadre 
de T invention, soit une temperature precise, soit une gamme de temperatures 
relativement etroite, de largeur typiquement de I'ordre de 10°C, utile pour 

20 P execution d'une autre operation particuliere relative au procede de separation, 
et en particulier pour Petape de separation des analytes au sein du canal. Selon 
une variante preferee de ('invention, utile pour le sequengage de I'ADN, cette 
temperature ou gamme de temperature 12 est comprise entre environ 40 et 
80°C. 

25 Selon une variante preferee de Pinvention, la LCST d'une fraction 

significative des dits segments presentant une LCST est comprise entre les 
temperatures T1 et T2 et plus preferentiellement entre environ 20 et 50°C. 

Au sens de Pinvention, on entend designer par electrolyte, un milieu 
condense capable de conduire les ions. Dans le cas le plus courant, ce milieu est 

30 un milieu aqueux tamponne, comme les tampons a base de phosphate, de 
tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS), de Borate, de N- 
tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropane sulfonic acid (TAPS), d'histidine, de 
lysine, etc... De nombreux exemples de tampons utilisables en electrophorese 
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sont connus de I'homme de Tart, et un certain nombre d'entre eux sont decrits par 
exemple dans " Sambrook et coll., " Molecular Cloning: a laboratory manual", 
Cold Spring Harbor Lab, New York, 1989. Cependant, tous types d'electrolyte 
peuvent etre utilises dans le cadre de Tinvention notamment les solvants 

5 hydroorganiques comme a titre d'exemple les melanges eau-acetonitrile, eau- 
formamide ou eau-uree, les solvants organiques polaires tels que, encore a titre 
d'exemple, la N-methylformamide. Particulierement utiles dans le cadre de 
Tinvention sont les electrolytes dits "tampons de sequengage", constitues par un 
tampon aqueux a pH alcalin additionne d'une proportion notable d'uree et/ou de 

10 formamide. 

Au sens de Tinvention on entend designer sous le terme "especes" 
de maniere generate des analytes. Ces analytes peuvent etre des particules, 
organelles ou cellules, des especes moleculaires ou macromoleculaires, et en 
particulier des macromolecules biologiques comme les acides nucleiques (ADN, 

is ARN, oligonucleotides), les analogues d'acides nucleiques obtenus par synthese 
ou modification chimique, les proteines, les polypeptides, les glycopeptides et les 
polysaccharides dont.on souhaite la separation totale ou partielle au cours de 
ieur migration electrocinetique au sein dudit milieu de separation. 

Au titre de Tinvention, on entend designer par "segment 

20 polymerique" ou "segment" un ensemble de monomeres lies entre eux de fagon 
covalente et presentant des proprietes physicochimiques specifiques, en 
particulier en ce qui concerne la solvatation. Un exemple de segment 
polymerique au sens de Tinvention est donne par un enchatnement de 
monomeres tous identiques (segment homopolymere), ou un copolymere ne 

25 presentant pas de correlation de composition significative sur des longueurs de 
plus de quelques monomeres (segment de type copolymere statistique). 

Au sens de Tinvention, on entend designer par copolymere-bloc, un 
copolymere constitue de segments polymeriques de compositions 
significativement differentes, relies entre eux de fagon covalente. Le copolymere- 

30 bloc se definit par le fait que chacun des segments comporte un nombre suffisant 
de monomeres pour presenter au sein de T electrolyte des proprietes 
physicochimiques et en particulier de solvatation, comparables a celles d'un 
homopolymere de meme composition et de meme taille. II s'oppose au polymere 
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stattstique, dans lequel ies differents types de monorneres se succedent de 
fagon essentieliement aleatoire, et conferent localement a la chame des 
proprietes globales, differentes de celles des homopolymeres de chacune des 
especes en question. La taille des segments homopolymeres necessaires pour 
obtenir ce caractere bloc peut varier en fonction des types de monorneres et de 
('electrolyte, mais elle est typiquement de quelques dizaines d'atomes le long du 
squelette dudit segment. II est a noter qu.'on peut constituer un copolymere bloc 
au sens de 1'invention, dans lequel partie ou totalite des segments sont eux- 
memes constitues par un copolymere de type statistique, , dans la mesure ou on 
peut distinguer au sein du dit copolymere bloc des zones ou segments de taille 
et de difference de composition chimique suffisantes pour donner.lieu .d'un 
segment a I' autre a une variation significative des proprietes physicochimiques et 
en particulier de solvatation. Enfin, on entend designer par "segments 
poiymeriques non-contigus" au sein d'un polymere bloc deux segments relies 
entre eux par un segment polymerique de nature differente, 

Les copolymeres blocs convenant a ('invention possedent la 
particularity d'associer dans leurs structures, au moins deux types de segments. 

Le premier type de segment est soluble dans r electrolyte utilise 
pour la separation aux deux temperatures T1 et T2 d'utilisation du milieu 
revendique et preferentiellement ne presente pas dans ledit electrolyte de LCST. 
Dans le presente texte, on entend par soluble faire reference a une solubilite 
dans I' electrolyte aux temperatures T1 et T2. 

En revanche, le second type de segments est dote d'une LCST 
dans r electrolyte utilise pour la separation. Plus precisement, ce type de 
segments est essentieliement soluble dans ledit electrolyte dans une gamme de 
temperatures basses, et essentieliement insoluble dans ledit electrolyte dans une 
gamme de temperatures hautes. La limite entre ces deux gammes de 
temperature est appelee "temperature minimale de dernixion" ou plus 
communement " LCST" . 

De part la presence de ces segments a LCST au niveau de leur 
structure, les copolymeres mis en oeuvre selon I' invention possedent la propriete 
de constituer, a basse temperature, une solution enchevetree macroscopiquement 
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homogene, au sein de laquelle les interactions entre differentes molecules de 
polymeres sont essentiellernent repulsives et de donner lieu, suite a une elevation 
de temperature, a des interactions attractives entre certaines de leurs parties qui 
renforcent les interactions d'enchevetrement entre chaines. 



segments a LCST par copolymere est superieur a 2 et de preference superieur a 
5, et plus preferentiellement encore compris entre 8 et 40. Grace a ce grand 
nombre de segments, capables d'interagir de fagon attractive, un copolymere 
donne peut interagir avec de nombreux autres copolymeres, ce qui confere au 
10 milieu une grande resistance lors du passage d'analytes. 



copolymeres mis en oeuvre au sein des milieux selon Tinvention, ainsi que leur 
nature chimique, peuvent par consequent varier significativement dans le cadre 
de T invention, et on peut ainsi faire varier grandement les proprietes 

15 viscoelastiques des dits milieux selon Tapplication desiree, comme il sera montre 
plus preciserment a T expose d'exempies de mise en oeuvre. 

Les milieux selon Tinvention sont done propices a I'obtention de 
proprietes thermoepaississantes. Au sens de ['invention, on appelle 
"thermoepaississant" un milieu presentant soit un caractere thermoviscosifiant, 

20 soit un caractere thermogelifiant. 

Conformement a I'usage commun, on entend par thermoviscosifiant 
un milieu demeurant dans la ou les gammes de temperature d'utilisation capable 
d'ecoulement dans un recipient macroscopique, en un temps compatible avec 
une manipulation aisee soit moins de 30 secondes environs. On entend au 

25 contraire par "etat de type gel" un milieu incapable d'ecoulement significatif dans 
les memes conditions. 

De fa9on equivalente, on appelle thermoviscosifiant, un milieu qui 
ne presente pas dans la ou les gammes de temperature d'utilisation d'hysteresis 
de leurs proprietes, ou de dependance significative de ses proprietes en fonction 

30 de la vitesse de changement de temperature, pour des vitesses de changement 
de temperature usuellement et commodement employees en electrophorese 
capillaire, soit de I'ordre de 1 degre par minute a une dizaine de degres par 
minute. On appellera par opposition "milieu thermogelifiant", ou de fagon 



5 



Selon un mode prefere de r invention, le nombre moyen de 



La longueur et ie nombre des segments a- LCST presents dans les 
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equivalente "milieu donnant lieu a un etat de type gel", un milieu presentant dans 
ces conditions une hysteresis de ses proprietes ou encore possedant une 
viscosite superieure a 20 000 cp. 

5 Seion une variante privilegiee, particulierement adaptee au cas des 

rnethodes automatisees dans lesquelles on veut minimiser le temps entre deux 
separations . consecutives, le milieu selon ('invention sera du . type 
thermoviscosifiant. 

Selon une autre variante, privilegiee quand un temps d'attente long 

10 entre separations est acceptable, et quand on recherche une resistance 

_ _maximale d_e la matrices au passage des analytes, on preferera au contraire un 
milieu selon Pinvention donnant lieu a la temperature T2 a un etat de type gel. 

Selon un mode prefere de ('invention, tout ou partie ou une fraction 
significative des segments a LCST possedent le long de leur squelette, un 

15 nombre moyen d'atomes superieur a 75, ou presentent une masse molecuiaire 
superieure a 2500, et de preference superieure a 4500. 

Au sens de 1'invention, on entend par "une fraction significative", 
ou de fagon abregee par "tout ou partie" , une proportion suffisante pour donner 
lieu par augmentation de temperature a une augmentation de viscosite d'au 

20 moins 100% ou de fagon equivalente a la multiplication de la viscosite par un 
facteur 2. 

Des copolymeres optimises pour la mise en oeuvre de Tinvention 
sont notamment ceux dans lesquels Pensemble des segments a LCST 
25 represente entre 2 et 25 % en masse, de preference entre 5 et 15 % en masse 
et de fagon encore plus privilegiee entre 8 et 15% en masse de la masse mofaire 
totale moyenne desdits copolymeres, ou entre 3 et 20 % et de preference entre 
5 et 10 %de la composition totale des copolymeres en nombre de moles de 
monomeres. 

30 

Le milieu de separation revendique peut avantageusement 
comprendre un ensemble de copolymeres-bioc, comportant un squelette 
constitue par un segment ou une multiplicite de segments, de nature chimique 
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identique ou differente, et presentant le caractere commun d'etre essentiellement 
solubles ou bien solvates dans I' electrolyte aux temperatures T1 et T2, auquel 
sont lies .de fa?on covalente une multiplicity de segments de nature chimique 
identique ou differente et presentant le caractere commun d'etre essentiellement 

5 solubles ou bien solvates dans ['electrolyte a la temperature T1, et 
essentiellement insolubles ou ma! solvates dans I'electroiyte a la temperature T2. 

Toutes sortes de structures de copoiymeres de ce type peuvent 
etre utilisees pour la mise en ceuvre de I'invention, pourvu qu'eiles presentent 
une multiplicite de segments a LCST non directement connectes, et donnent lieu 

10 a un thermoepaississement reversible dans les conditions de separation. 



A titre illustratif des differentes structures susceptibles d'etre 
adoptees par le copolymere selon I'invention, on peut tout particulierement citer 
celles ou tout ou partie desdits copoiymeres se presentent : 
15 - sous la forme d'un polymere lineaire sequence, 

- sous la forme d'un copolymere* en peigne dont le squelette est 
constitue par un ou plusieurs segments solubles dans I'electroiyte aux 
temperatures T1 et T2 ou encore 

- sous une forme ramifiee. 

20 Dans la structure poiymere lineaire sequence, les segments a 

LCST sont presents en un nombre superieur a 2 et sont separes les uns des 
autres le long d'un squelette essentiellement lineaire par des segments de 
polymere ne presentant pas de LCST. La longueur de ces derniers segments 
peut etre, dans le cadre de ('invention, ou relativement uniforrne, ou au contraire 

25 variable, cette demiere variante etant preferee. 

En fait, il est particulierement interessant de choisir un polymere 
bloc du type poiymere en peigne, avec un squelette essentiellement soluble dans 
T electrolyte aux temperatures T1 et T2, porteur d'une multiplicite de chaTnons 
iateraux essentiellement solubles dans I'electroiyte a la temperature T1 et 

30 insolubles dans I'electroiyte a la temperature T2. Selon un mode priviiegie de 
mise en oeuvre, les dits chaTnons Iateraux a LCST sont disposes le long du 
squelette de fa?on aleatoire ou non-reguliere. 
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Ce mode de mise en oeuvre est en general preferable a la structure 
opposee, qui comporterait des polymeres constitues d'un chaine principale 
constitute de segments a LCST porteuse de greffons hydrophiles, dans la 
mesure ou un polymere de ce deuxieme type se contracte au dessus de la LCST 
5 et ne peut ainsi donner lieu au reseau continu d'obstacles topologiques 
necessaire a la mise en oeuvre de r invention. 

II est a noter que ['invention ne pourrait etre mise en oeuvre avec 
des polymeres blocs constitues de segments solubles dans I'electrolyte et de 
segments hydrophobes sans LCST, puisque de tels polymeres donnent lieu a 
10 une thermofluidification. 

Sont particulierement interessants- dans le cadre de la presente - 
invention des milieux de separation dans lesqueis Tune au moins des conditions 
suivantes est satisfaite: 

- tout ou partie des copolymeres possedent un nombre moyen 
15 d'atomes, le long d'une section de segment soluble comprise entre deux points 

de liaison consecutifs dudit segment soluble avec des segments a LCST, 
superieur a 210 ; 

- tout ou partie des copolymeres possedent une masse moleculaire 
superieure a 30 000 ou un nombre d'atome le long du squelette principal 

20 superieur a 2000 et 

- tout ou partie des copolymeres possedent une masse moleculaire 
comprise entre 50 000 et 3 000 000 ou un nombre d'atome le long du squelette 
principal compris entre 2500 et 100 000 et/ou 

- Le nombre moyen de segments a LCST par chaine est superieur 
25 ou egal a 4, et de preference compris entre 5 et 100. 



Tinvention d'utiliser des copolymeres dont le ou les segments solubles aux 
temperatures T1 et T2 sont constitues d'au moins un polymere choisi parmi les 
30 polyethers, polyesters comme I'acide poiygiycolique, les homopolymeres et 
copolymeres statistiques solubles du type polyoxyalkylene comme le 
polyoxypropylene, polyoxybutylene, polyoxyethylene, les polysaccharides, 
I'aicool polyvinyiique, la polyvinylpirrolidone, les polyurethanes, les polyamides, 



II est particulierement interessant pour la mise en oeuvre de 
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les poiysulfonamides, les polysulfoxydes, le poiystyrenesuifonate, les derives 
polyacryiamides et polymethacrylamides substitues ou non solubles dans iedit 
electrolyte. 

5 A titre representatif des polyacryiamides et polymethacrylamides, 

on peuttout particulierement citer le polyacryiamide, I'acide polyacrylique, le poly 
N,N-dimethylacrylamide et le polyacryloylaminopropanoL 

Bien entendu, d'autres polymeres solubles dans I' electrolyte 
10 peuvent etre utilises selon ('invention en tant que segments solubles, en fonction 
de I'application particuliere et de la facilite a les introduire au sein d'un polymere 
bloc de structure souhaitee. 

II est plus generalement interessant que les segments solubles 
aient une solvatation elevee dans ('electrolyte aux deux temperatures T1 et T2. 

15 

De nombreux types de polymeres peuvent etre choisis pour 
constituer les segments non contigus a LCST au sein d'un copolymere bloc 
utilisable selon Tinvention, en fonction de Telectrolyte envisage, des 
temperatures T1 et 12 preferees pour la mise en ceuvre et des analytes a 
20 separer. De nombreux polymeres a LCST sont connus de Thomme de Tart, en 
particulier en milieu aqueux. II est ainsi possible de se reporter a I'ouvrage 
" Polymer Handbook " Brandrupt & Immergut, John Wiley,. New York. 

Selon une variante preferee de Tinvention, tout ou partie des 
segments polymeriques a LCST derivent d'un ou plusieurs polymeres choisis 
25 parmi : 

- les polyvinylalkylether comme le polyvinylmethylether, 

- les hydroxyalkylcelluioses comme I'hydroxyethylcellulose et !a 
methylcellulose, 

- les homopolymeres d'etheroxydes tels les polyoxyalkylenes 
30 comme le polyoxypropylene et le polyoxybutylene, 
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- les copolymeres statistiques et sequences d'etheroxydes comme 
les copolymeres de type poiyoxyalkylene presentant une LCST tels les 
polyoxyethylene/polyoxypropylene et polyoxyethylene/polyoxybutyiene, 

- les homo- et co-poiymeres alkylenes tels butylene-propylene, 
ethylene-propylene et ethylene-butylene et 

- les derives polyacryliques derivant de Phomopolymerisation ou 
copolymerisation de monomeres choisis parmi les acides acrylique et 
methacrylique, les acrylates et methacrylates d'aikyle comme les acrylates 
d' hydroxypropyle et d' hydroxyethyle, les N-alkyl-acrylamides ou 
-methacrylamides comme ies N-ethylacrylamide, N-isopropylacryiamide, les 
N'N- dialkyl -acrylamides ou -methacylamides, les aryl-acrylamides ou 
-methacrylamides et les aikylaryl-acrylamides ou -methacrylamides. 

Plus preferentiellement, le copolymere mis en ceuvre selon 
I'invention comprend au moins deux segments non contigus a propriete LCST 
derivant de Thomo- ou co- polymerisation de monomeres choisis parmi les acides 
acrylique et methacrylique, les N-alkyl-acrylamides ou -methacrylamides comme 
les N-ethylacrylamide, N-isopropylacrylamide, les aryl-acrylamides ou 
-methacrylamides et les aikylaryl-acrylamides ou -methacrylamides. 

Ainsi, on pourra utiliser a titre d'exemple et de fa$on non exhaustive 
en tant que segments a LCST du N-isopropylacrylamide (NIPAM), du 
N-isopropylmethacrylamide, du N,N'-diethylacrylamide, ou des copolymeres 
statistiques de ces monomeres entre eux ou avec d'autres. 



Conviennent tout particulierement a Invention les copolymeres 

suivants : 

- les copolymeres du type copolymere en peigne dont le squelette 
est de type acrylamide, acide acrylique, acryloylaminoethanol ou 
dimethylacryiamide et au niveau duquel sont greffes des segments lateraux de 
type poly(N-alkyl ou N,N dialkyl)acrylamide de preference de type poly(N 
isopropylacrylamide), ou des segments lateraux du type polyoxypropylene ou 
copolymere polyoxyethylene/oxypropylene, statistique ou sequence, ou plus 
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generalement des segments lateraux de type poiyether notablement plus 
hydrophobes que le polyoxyethylene 

- ies copolymeres du type copolymere sequence et presentant le 
long de leur squelette une aiternance de segments de type polyoxyethylene et de 
5 segments de type polyoxypropylene, ou une aiternance de segments de type 
polyoxyethylene et de segments de type polyoxybutylene ou plus generalement 
une aiternance de segments de polyethylene et de segments de type poiyether 
notablement plus hydrophobes que le polyoxyethylene. 

10 A titre d'exemples, on peut utiliser comme copolymeres dans le 

milieu de separation revendique Je_s copolymeres choisis parmi Ies 
polyacrylamide/poly(N-isopropylacrylamide) (PAM-NIPAM) ; 

polyvinylalcool/poly(N-isopropyl-acryiamide) (PVA-NIPAM) , 

polyoxyethyiene/polyoxypropylene, polyacryiamide/copoiymere oxyethylene- 

15 oxypropyiene, polyacrylamide/polyoxypropylene, acide 

poiyacrylique/polyoxypropyiene, acide polyacrylique/copolymere oxyethylene- 
oxypropylene, acide polyacrylique/poly(N-isopropylacrylamide) et 
polydimethylacrylamide/ poly(N-isopropyl- acrylamide) (PDMAM-NIPAM). 

On peut avantageusement utiliser un milieu comprenant un 

20 copolymere peigne portant le long d'un squelette de polyacrylamide des 
segments a LCST essentiellement constitues de poly-NIPAM, et comportant le 
long de leur squelette un nombre d'atomes de carbone compris entre 35 et 600, 
et dont la fraction en masse totale n T excede pas 25 %. 

II est egalement a noter que dans la majorite des applications, et 

25 notamment pour separer des analytes charges, il est preferable d' utiliser un 
polymere selon ['invention essentiellement neutre. II peut cependant etre utile 
pour certaines applications, et notamment pour separer des analytes faiblement 
ou pas charges, ou tendant a s'associer au polymere, a choisir un polymere 
selon Tinvention deliberement charge. Des polymeres de ce type pourront etre 

30 commodement prepares par exemple en faisant figurer dans Ies segments 
solubles dans ['electrolyte aux temperatures T1 etT2 une portion notable d' acide 
acrylique polymerise. Un copolymere de ce type est plus particulierement decrit 
en exemple 10 ci-apres. 
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En ce qui concerne plus particulierement la concentration en 
copolymere dans le milieu, elle est generalement inferieure a 20 g/100ml en 
poids. Pour des applications de sequengage d'ADN, elle est de preference 
comprise entre environ 1 et 8 g/100ml en poids. 

5 Selon un mode de realisation particulier de ['invention, les 

copolymeres utilises dans ledit milieu sont avantageusement capables, des une 
concentration de I'ordre de 5 g/100ml et de preference de I'ordre de 2 g/100ml, en 
poids de faire transiter reversiblement ledit milieu d'un etat de viscosite V1 , obtenu 
a une temperature T1 , vers un etat de viscosite V2 superieure d'au moins 100 % a 

10 V1 , obtenu a une temperature T2 superieure d'au moins 20°C a T 1 . 

EgaLement, .selon .une variante preferee dej'invention, la viscosite V2, est 
superieure d'au moins un facteur de 5 a la viscosite V1 . 



En ce qui concerne la preparation des copolymeres mis en oeuvre 
15 selon ('invention, elle peut etre effectuee par toute technique conventionnelle de 
polymerisation ou polycondensation. Le choix de la methode de preparation est 
generalement effectue en prenant en compte la structure desiree pour le 
copolymere a savoir peigne, lineaire ou ramifie et la nature chimique des differents 
blocs le constituant. 

20 A titre representatif de ces variantes de preparation, on peut tout 

particulierement citer ies procedes selon lesquels lesdits copolymeres sont 
obtenus par : 

- polycondensation, polymerisation ou copoiymerisation, ionique 
ou radicalaire, de monomeres identiques ou differents, de macromonomeres 

25 identiques ou differents, ou d f un melange de monomeres et de 
macromonomeres identiques ou differents ou 

- par greffage de plusieurs segments polymeriques a LCST sur un 
squelette polymerique lineaire ou ramifie essentiellement du type soluble, ou par 
polymerisation de segments lateraux polymeriques a LCST a partir d'un 

30 squelette polymerique lineaire ou ramifie essentiellement du type soluble. 



De maniere preferee, tout ou partie des copolymeres mis en oeuvre 
selon T invention sont obtenus par : 
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- a) copolymerisation de monomeres essentiellement du type 
soluble et de macromonomeres essentiellement du type a LCST comportant a 
Tune au moins de leurs extremites une fonction reactive, ou 

- b) copolymerisation de macromonomeres essentiellement de type a 
5 LCST comportant a Tune au moins de leurs extremites une fonction reactive, et de 

macromonomeres essentiellement de type soluble comportant au sein de leur 
structure au moins une fonction reactive. 

Au sens de Pinvention, on entend par fonction reactive un 
groupement permettant a la molecule porteuse de ce groupement d'etre integree 
10 dans la macromolecule au cours de la reaction de copolymerisation sans 
interrompre ladite. copolymerisation. 



1'homme de Tart est capable de preparer des copolymeres conformes a 
T invention, en adaptant la structure, la nature et le mode de preparation desdits 
15 polymeres en fonction des proprietes de separation recherchees pour une 
application ou une autre. 

A titre representatif mais non limitatif des milieux de separation 
revendiques, on peuttout particulierement citer les milieux suivants : 

20 - les milieux transitant d'une viscosite V1 comprise entre 50 et 1000 

mPa m' 1 s" 1 a une temperature T1 comprise entre 15 et 30°C vers une viscosite 
V2 superieure a V1 d'un facteur compris entre 2 et 50 a une temperature T2 de 
I'ordre de 40°C ou superieure et comprenant entre 5 g/100ml et 20 g/100ml de 
copolymeres possedant 

25 - une masse moleculaire moyenne comprise entre 30 000 et 

2 000 000 ou un nombre d'atomes le long du squelette principal est compris 
entre 1 000 et 60 000, 



- une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2 % et 

20 %, et 



entre 2 000 et 20 000 ou un nombre moyen d'atomes le long d'un segment a 
LCST compris entre 35 et 350 ; 



A Taide des regies et modes privileges enonces ci-dessus, 



30 



- une masse moleculaire moyenne des segments a LCST comprise 
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- les milieux transitant d'une viscosite V1 comprise entre 100 et 
10 000 mPa m" 1 s* 1 a une temperature T1 comprise entre 15 et 30°C vers une 
viscosite V2 superieure a V1 d'un facteur compris entre 2 et 100 a une 
temperature T2 superieure a 40° C et comprenant entre 1g/100ml et 8g/100ml 

5 de copolymeres possedant : 

- une masse moleculaire moyenne comprise entre 500 000 et 
5 000 000 ou un nombre d'atomes le long du squeiette principal compris entre 
7000 et90 000, 

- une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2,5 % 

10 et15%, et 

_ _ _ . - une ma_sse_moleculaire moyenne de segments a LCST comprise 

entre 4 000 et 30 000 ou un nombre moyen d'atomes le long d'un segment a 
LCST compris entre 60 et 600 ; et 

- les milieux transitant d'une viscosite V1 comprise entre 100 et 
is 10 000 mPa nrf 1 s" 1 a une temperature T1 comprise entre 15 et 30°C vers une 

viscosite V2 superieure a V1 d'un facteur compris entre 2 et 100 a une 
temperature T2 de i'ordre de 40°C ou superieure et comprenant entre 0,1 
g/100ml et 5 g/100mi de copolymeres possedant 

- une masse moleculaire moyenne superieure a 500 000 ou un 
20 nombre d'atomes ie long du squeiette principal superieur a 7 000, 

- une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2 % et 

15%, et 

- une masse moleculaire moyenne des segments a LCST 
superieure a 4 000 ou un nombre moyen d'atomes le long d'un segment a LCST 

25 superieur a 90. 

Dans la presente description, la viscosite est celle obtenue a un 
taux de cisaillement de 10s' 1 . 



On peut egaiement, dans le cadre de I'invention, inclure dans le 
30 milieu de separation, en plus du ou des copolymeres a caractere 
thermoepaississant, d'autres especes ne presentant pas ces proprietes, telles 
qu'en particulier des polymeres hydrosolubles, des polymeres associatifs non 
thermoepaississants, ou encore des agents de surface neutres ou ioniques, a ia 
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condition que ces adjuvants ne donnent pas lieu a une demixion au sein du 
milieu de separation ou a une perte du caractere thermoepaississant reversible. 
De tels adjuvants peuvent etre interessants pour moduler les proprietes et/ou le 
pouvoir separateur dudit milieu. II est en particulier connu que I'addition de 

5 certains surfactants peut dans certain cas renforcer I'association entre 
polymeres, et done le caractere thermoepaississant. II peut egalement etre 
interessant d'ajouter au milieu des polymeres associatifs ou non de faible masse 
moieculaire, pour ameliorer la separation des plus petits analytes contenus dans 
un melange sans affecter gravement la viscosite globale, comme cela est connu 

10 dans des contextes differents de celui de I' invention. 

La presente invention a egalement pour objet Fertilisation d'un milieu 
de separation tel que defini ci-dessus pour la separation ou Panaiyse d'especes 
choisies parmi des especes moleculaires ou macromoleculaires, et en particulier 

15 des macromolecules bioiogiques comme les acides nucleiques (ADN, ARN, 
oligonucleotides), les analogues d'acides nucleiques obtenus par synthese ou 
modification chimique, les proteines, les polypeptides, ies glycopeptides et les 
polysaccharides, des molecules organiques, des macromolecules synthetiques 
ou des particules telles que des particules minerales, de latex, des cellules ou 

20 des organelles. 

Elle est particulierement utile pour le sequen9age de I'ADN, pour 
lequel elle permet d'obtenir des conditions de separation optimales liees a une 
forte viscosite, a une temperature elevee pour laquelle la resolution des 
25 compressions est bonne et la separation rapide, tout en conservant a la 
temperature ambiante une viscosite moderee permettant une injection aisee de 
I'ADN. 

Cependant, la possibilite offerte par T invention de faire varier 
grandement la viscosite du milieu en^changeant de temperature est egalement 
30 avantageuse pour d'autres applications. 

Eile est en particulier avantageuse chaque fois qu'une 
augmentation de la rigidite ou de ia viscosite du milieu contenu dans un capillaire 
ou un microcanal serait souhaitable. Par exemple, une viscosite elevee permet 
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de reduire les effets electrohydrodynamiques responsables d'une mauvaise 
separation des grands ADN en champ pulse et plus generalement de reduire les 
ecoulements hydrodynamiques nuisibles au sein d'un capillaire ou d f un 
rnicrocanal. 

5 II est egalement a noter que, bien que les milieux selon ^invention 

exercent en general au mieux leur effet benefique a I'aide d'un changement de 
temperature, -ils conviennent egalement a une utilisation a temperature 
constante. lis peuvent ainsi se preter a une introduction dans le canal de 
separation et a la separation consecutive des analytes a la meme temperature. 

10 Ceci peut etre interessant, en particulier si on dispose d'un appareil capable 
- d'introduire dans le canal de separation un milieu de forte viscosite, et/o.u ne. 
permettant pas aisement de modifier la temperature entre 1'introduction dudit 
milieu dans le canal et la separation des analytes. 

Un autre avantage des fortes viscosites autorisees par les milieux 

15 selon I'invention, est qu'elles reduisent Telectroosmose (voir par exemple Bello 
et coll., Electrophoresis 15, 623, 1994), sans qu'il soit besoin de recourir a 
d'autres modes de suppression de Telectroosmose connus de Thomme de Tart, 
tels que par exemple i'utilisation de polymeres presentant une affinite pour la 
paroi du capillaire, ou encore le greffage de polymeres hydrophiles neutres sur la 

20 surface. Si la suppression de I'electroosmose ou de I'interaction des analytes 
avec les parois effectuee par les milieux selon ['invention n'est pas suffisante 
pour une application particuliere, on peut associer a ('invention un de ces 
procedes connus de Thomme de Tart, et obtenir ainsi des proprietes encore 
superieures a celles obtenues avec ces methodes utilisees seules. 

25 Avantageusement, il est possible de moduler les proprietes 

separatrices du milieu revendique via la selection d'un copolymere conforme a 
T invention et dont r effet thermoepaississant est plus particulierement optimise 
pour la separation d'especes de tallies definies. 

A titre illustratif de ce type d' adaptation accessible selon r invention, 

30 on peut en particulier : 

- separer des molecules de masse moleculaire inferieure a 50 000 
ou des oligonucleotides comprenant moins de 100 nucleotides, ou encore des 
proteines natives ou denaturees avec un milieu transitant d'une viscosite V1 
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comprise entre 50 et 1000 mPa m' 1 s" 1 a une temperature T1 comprise entre 15 
et 30°C vers une viscosite V2 superieure a V1 d'un facteur compris entre 2 et 50 
a une temperature T2 de I'ordre de 40°C ou superieure et comprenant entre 5 
g/100ml et 20 g/100ml de copolymeres possedant : 
5 - une masse moleculaire moyenne comprise entre 30 000 et 

2000 000 ou un nombre d'atomes ie long du squelette principal est compris entre 
1 000 et 60 000, 

- une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2 % et 

20 %, et 

io - une masse moleculaire moyenne des segments a LCST comprise 

entre 2 000 et 20 000 ou un nombre moyen d'atomes le long d'un segment a 
LCST compris entre 35 et 350, 



- separer des produits de reaction de sequence d'ADN, des ADN 
is duplex de moins de 1000 paires de bases, des proteines denaturees ou des 

polymeres synthetiques ou natureis de masse moleculaire comprise entre 20 000 
et 10 000 000 avec un milieu transitant d'une viscosite V1 comprise entre 100 et 
10 000 mPa rrr 1 s 1 a une temperature T1 comprise entre 15 et 30°C vers une 
viscosite V2 superieure a V1 d'un facteur compris entre 2 et 100 a une 
20 temperature T2 superieure a 40° C et comprenant entre 1g/100ml et 8g/100ml de 
copolymeres possedant : 

- une masse moleculaire moyenne comprise entre 500 000 et 
5 000 000 ou un nombre d'atomes le long du squelette principal compris entre 
7000 et 60 000, 

25 - une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2,5 % 

et15%, et 

- une masse moleculaire moyenne de segments a LCST comprise 
entre 4 000 et 30 000 ou un nombre moyen d'atomes le long d'un segment a 
LCST compris entre 60 et 600 ou 

30 

- separer des ADN duplex de taille comprise entre 500 bases et 
plusieurs millions de paires de bases, ou des particules telles que des latex, des 
cellules entieres, des chromosomes entiers ou des organelles avec un milieu 
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transitant d'une viscosite V1 comprise entre 100 et 10 000 mPa m' 1 s' 1 a une 
temperature T1 comprise entre 15 et 30°C vers une viscosite V2 superieure a V1 
d'un facteur compris entre 2 et 100 a une temperature T2 de I'ordre de 40°C ou 
superieure et comprenant entre 0,1 g/100m! et 5 g/100ml de copolymers 
possedant : 

- une masse moleculaire moyenne superieure a 500 000 ou un 
nombre d'atomes !e long du squelette principal superieur a 7 000, 

- une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2 % et 

15 %, et 

- une masse moleculaire moyenne des segments a LCST 
superieure a 4 000 ou_un nombre moyen d'atomes I e long d_'un segment a LCST 
superieur a 90. 

Plus preferentieliement, ces milieux comprennent un ensemble de 
is copolymeres choisi parmi : 

- les copolymeres du type copolymere en peigne dont le squelette 
est de type acrylamide, acryloylaminoethanol ou dimethylacryiamide et au niveau 
duquel sont greffees des chaines laterales de type poly(N isopropylacrylamide) et 

- les copolymeres du type copolymere sequence et presentant le 
20 long de leur squelette une alternance de blocs de type poiyoxyethylene et de 

blocs de type polyoxypropylene, ou une alternance de blocs de type 
poiyoxyethylene et de blocs de type polyoxybutylene ou plus generalement une 
alternance de blocs de type polyoxyalkylene solubles et de blocs polyoxyalkylene 
a LCST. 

25 

A titre illustratif de mode d 1 utilisation du milieu de separation 
revendique, on peut notamment proposer ceiui comprenant : 

- la selection d'un milieu de separation selon Tinvention, en fonction 
des caracteristiques des especes a separer ; 

30 - I'introduction de ce milieu dans un canal de separation d'appareil 

d'electrophorese en une quantite suffisante pour en constituer le milieu de 
separation ; 
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- la mise a la temperature T2 d'une portion significative du canal, 
soit prealablement soit consecutivement a I'introduction d'un echantillon ; 

- I'introduction a I'entree du canal de separation d'une quantite 
d'echantiiion ; 

5 - la realisation de la separation a une temperature de 1'ordre de T2 

dans la partie du canal thermostatee ; et 

- la detection de la migration des analytes initialement contenus 
dans I' echantillon. 

Cette detection fait appel a des techniques conventionnelles qui 

10 relevent des competence de i'homme de Tart et ne seront done pas detaillees 
dans la presente description. 

II est a noter que I' utilisation du milieu revendique, couvre 
egalement les variantes dans lesquelles la temperature est modifiee au cours de 
I'etape de separation, dans la mesure ou ladite variation de temperature 

is comprend une temperature ou une gamme de temperatures T2 a laquelle 
s'effectue le thermoepaississement du milieu telle que defini precedemment, 
ainsi que les variantes dans lesquelles le cycle ci-dessus est repete un nombre 
quelconque de fois, preferentiellement de fagon automatique. 

En fait, r invention est particulierement avantageuse dans le cas de 

20 separations electrocinetiques automatisees, puisqu'elle permet un remplissage 
automatique du canal de separation de fagon plus aisee et plus rapide. Par 
ailleurs, I'introduction de Pechantillon peut etre, dans le cadre de I'invention, 
effectuee avant, pendant ou apres le chauffage d T une portion significative du 
canal de separation a la temperature T2. 

25 La presente invention a egalement pour objet les dispositifs 

d'electrophorese capillaire, dont ceux sur puces mettant en oeuvre a titre de 
milieu de separation un milieu conforme a I' invention. Elie est particulierement 
utile dans le cas des dispositifs d'electrophorese dits " sur puce" ou en 
microcanaux graves, puisque, d'une maniere generale, ces dispositifs tolerent 

30 plus difficilement Tapplication de pressions elevees pour Tintroduction du milieu 
de separation que les capillaires cylindriques. 



en jeu ces milieux sont particulierement avantageux pour les applications de 



Les milieux selon I'invention et les methodes de separation mettant 
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diagnostic, de genotypage, et de cribiage a haut debit, de controie de qualite, ou 
pour ta detection de presence d'organismes genetiquement modifies dans un 
produit. 

5 Les figures et exemples donnes ci-apres sont presentes a titre 

illustratif et non limitatif de la presente invention. 

Figures 

10 Figure 1 : Evolution de la viscosite en fonction de la temperature 

pour_ differents copolymeres PAM-NIPAM, PDMA-NIPAM et pour un 
polyacrylamide conventionnel en solution a 5 g/1 00ml dans I'eau. 



Figures 2 : Evolution de la viscosite en fonction de la temperature 
is de copolymeres selon I' invention 

- le copolymere PAM-NIPAM T10, dans I'eau, dans un tampon 
0,2M K2CO3 et un tampon 50 mM Tris-Taps, 7M uree utilisable pour le 
sequengage de i'ADN (figure 2a) et 

- un copolymere PAM-NIPAM a deux concentrations differentes (2 
20 et 3 g/1 00ml) (figure 2b). 

Figures 3 : Exernple de separation de fragments d'ADN duplex 
dans la gamme de taille 100-12000 paires de base ("kb ladder", Life 
Technologies, Paisley, UK) dans un milieu de separation selon ['invention a base 
25 d'un polymere PAM-NIPAM (T15) en solution a 2 g/1 00ml dans un tampon TRIS- 
TAPS a 25° C (figure 3a) et 60°C (figure3b). 



Figures 4 : Electrophoregrammes representant la separation de 
fragments de restriction "PhiX-174-RF DNA Hae III digest" (Pharmacia biotech) 
30 dans un milieu selon I' invention obtenu a base de polymere T7, a 20°C ( figure 
4a) et a 50°C (figure 4b). 
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Figures 5 : Exemple de separation de fragments d'ADN duplex (100 
bp fluorescein ruler, Bio-Rad) dans un milieu de separation selon ['invention a 
base de T21 a deux temperatures 20° C (Figure 5a) et 60° C (Figure 5b). 

5 Figures 6 : Portions d'electrophoregrammes representant la 

separation d'un produit de reaction de sequence obtenu avec un milieu selon 
['invention a base d'un copolymere PAM-NIPAM (T10) a 5 g/100rnl en tampon 
TRIS-TAPS 7M uree a 60° C (figure 6c), PAM-NIPAM (T10) a 3 g/100ml (figure 
6b) et avec un milieu de sequengage commercial (POP6 Perkin-Elmer) (figure 

10 6a). 

Figures 7 : Portions d'electrophoregrammes representant la 
separation d'un produit de reaction de sequence obtenu avec un milieu selon 
('invention a base d'un copolymere PAM-NIPAM (T10) a 5 g/100ml en tampon 
15 TRIS-TAPS 7M uree a 60° C (figure 7c) f PAM-NIPAM (T10) a 3 g/100ml (figure 
7b) et avec un milieu de sequengage commercial (POP6 Perkin-Elmer) (figure 
7a). 

Figure 8 : Electrophoregrammes representant la separation de 
20 grand ADN duplex "high Mw markers" (Life Technologies, Paisley, GB), par 
electrophorese pulsee dans un milieu selon I' invention obtenu a base de 
polymere T1 0 a 60°C. 

Figures 9 : Evolution de la viscosite en fonction de la temperature 

25 pour 

- un copolymere PVA-NIPAM, comparativement a celle d'un 
polymere PVA et 

- un copolymere POP-POE-POP au regard de celle d'un polymere 
POE a une concentration de 5 g/100ml. 

30 

Figures 10 : Exemple de separation de fragments dADN duplex 
dans la gamme de taille 50-500 paires de base (sizer 50-500 bp, Pharmacia 



I 
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biotech) dans un milieu de separation selon I'invention a base de PVA-NIPAM a 
deux temperatures 20° C (Figure 1 0a) et 40° C (Figure 10b). 

Figures 11 : Electrophoregrammes representant la separation du 
5 sizer 50-500 bp, Pharmacia biotech, obtenus avec dans un milieu a base de 
POE (Figure 11a), a base de POP-POE-POP a 25° C (Figure 11b) et a base de 
POP-POE-POP a 45° C (Figure 11c). 

Figure 12: Largeurs de bande pour une serie de separations de 
10 fragments d'ADN simple brin en milieu denaturant (fluorescein 50 bp ladder, 
_ Pharmacia Biotech),, dans, des milieux selon ^invention se differenciant par le 
nombre moyen et la longueur moyenne des segments a LCST : des largeurs de 
bande plus petites correspondent a une meilleure separation. 

15 

EXEMPLE 1 : 

Preparation d'un macromonomere a LCST de pNIPAM non- 
fonctionnalise de masse moieculaire voisine de 10 000 en vue de la preparation 
de copolymere thermogefifiant conformes a I'invention. 

20 

1 ) Polymerisation du NIPAM 

La polymerisation radicalaire du NIPAM est realisee dans I'eau 
pure, a une temperature legerement superieure a I'ambiante mais inferieure a la 
L.C.S.T. du polymere. L'amorceur est un couple redox dont I'oxydant est le 
25 persulfate de potassium, K 2 S 2 0 8 (KPS) et le reducteur est I'aminoethanethiol 
AET, HCI. La reaction d'amorcage est : 

K 2 S 2 0 3 + 2CI-, NH 3 *-CH 2 CH 2 -SH -> 2KHS0 4 + 2CI", HN/-CH 2 - 

CH 2 -S* 

L'AET.HCI joue egalement le role d" agent de transfert, ce qui 
30 permet de controler la longueur des chaines. 
Mode operatoire 

Dans un tricol de 500 ml surmonte d'un refrigerant et equipe d'un 
dispositif d'arrivee d'azote, on introduit 20 g de NIPAM (0,18 mole) et 200 ml 
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d'eau. le melange est alors agite et chauffe a 29° C par un bain d'eau. On 
demarre le barbotage d'azote. Au bout de 45 minutes, on ajoute 0,42 g 
d'AET,HCi (0,0037 mole) prealablement dissous dans 20 ml d'eau, puis 0,0018 
moles de persulfate de potassium (KPS) dissous dans une quantite minimale 

5 d'eau. Le melange est maintenu sous agitation durant 3 heures. La solution est 
ensuite concentree puis lyophilisee. 

Pour isoler le polymere on realise une precipitation selon la 
procedure suivante : 

Le solide obtenu est redissous dans 100 ml de methanol, le 

10 chlorhydrate present est neutralise par addition de 0,0037 mole de KOH (soit 
0,208 g -dissous dans environ 25 ml de methanol) incorpores goutte a goutte 
dans la solution. Le sel forme, KCI, precipite et est extrait par filtration. Le filtrat 
ainsi recupere est concentre puis verse goutte a goutte dans 4 litres d' ether. Le 
polymere precipite et est recupere par filtration sur fritte n° 4. Le solide est 

is ensuite seche sous vide de pompe a palettes. Le rendement massique est de 
I'ordre de 50 %. 

Le protocole ci-dessus conduit a un polymere amine " PNIPAM-A- 
10", et correspond a des rapports amorceur-monomere Ro=0,02 et Ao=0,01, 
ou: 

20 Ro = [R-SH] / [NIPAM] et Ao = [KPS] / [NIPAM]. 

Differents autres polymeres amines ont ete prepares selon ie meme 
protocoie en variant la temperature de polymerisation et le rapport Ro, tout en 
conservant un rapport Ao de 0,01. Ces polymeres sont decrits et definis dans le 
tableau 1 . 

25 2) Modification du PNIPAM amine en vue de sa copolvmerisation 

avec un ou plusieurs segments solubles aux temperatures T1 et T2. 

Les macromolecules de PNIPAM synthetisees presentent des 
fonctions amines en bout de chaTnes, celles-ci provenant de I'amorceur 
aminoethanethiol AET,HCI. 
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Par reaction de la fonction amine sur I'acide acrylique, on fixe une 
double liaison vinylique a I'extremite de la chaTne selon le schema reactionnel 
suivant : 



PNIPAM _ NH2 + CH 2 =CH PNIPAM— NH— J— CH=CH 2 



Mode ooeratoire : 

Dans un becher de 100 ml, on introduit 50 ml de chlorure de 
methylene, 1,5 g d'acide acrylique (0,021 mole), 9 g de PNIPAM et 4,3 g de 
dicyclohexylcarbodiimide (DCCP) (0,21 mole). 

io Le milieu reactionnel est agite pendant une heure. L'acide acrylique 

etant en fort exces par rapport au PNIPAM (la quantite d'acide acrylique est 
environ vingt fois ceile du PNIPAM), on peut supposer que toutes les fonctions 
aminees ont ete modifiees, ce qui sera confirme par les copolymerisations 
decrites dans I'exemple 2. Le melange est ensuite filtre sur fritte n° 4 pour 

is eliminer le precipite dicyclohexyluree, sous-produit resultant de la transformation 
du DCCL 

Le melange est ensuite concentre jusqu'a 15 ml puis verse goutte a 
goutte dans 200 ml d'ether pour precipiter le polymere. On filtre sur fritte n° 4 et 
on lave le solide avec trois fois 100 ml d'ether puis on le seche sous vide de la 
20 pompe a palettes pendant une nuit. 

On obtient ainsi un macromonomere poly-(NIPAM) porteur d'une 
fonction ally! en bout de chaTne, avec un rendement massique de I'ordre de 70 

^ %. 

Les masses molaires des macromonomeres ainsi prepares ont ete 
25 mesurees par SEC (chromatographie d'exclusion sterique) dans les conditions 
suivantes : 
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a : en solution aqueuse de LiN0 3 0,5 M a 20°C en utilisant 4 
coionnes Shodex OH Pack B803 a B806 de 25 cm en serie, avec detection 
refractometrique et etalonnage de masses moleculaires relatif a un standard 



detection refractometrique et etalonnage universe! par rapport a des echantillons 
de polystyrene. Ce deuxieme mode de determination est plus sur ; car d'une part 
I' etalonnage universel s'affranchit de la difference de flexibility entre les chaines 
du polymere a etudier et des etalons, et d'autre part parce que le THF est un 
o meilleur solvant du PNIPAM que I'eau. 



POE 



3 



b: dans le THF a 40°C, avec colonne ultrastyragel, double 
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Ces resultats montrent qu'ii est possible de faire varier la masse 
moleculaire moyenne des macrornonomeres en variant la temperature de 
polymerisation, et le rapport amorceur/poiymere Ro, tes rapports Ro ies plus 
eleves conduisant aux masses moieculaires Ies plus faibles. lis montrent 
5 egalement que Ies polymolecularites des macrornonomeres sont elevees, en 
general superieures a 2. 

EXEMPLE 2 : 

Preparation de differents copolymeres a structure peigne et 
io - comprenant a titre de segments a LCST Ies PN I PAMs prepares en exemple -1 . - 

Cet exemple a pour objet la preparation de copolymeres selon 
r invention par copolymerisation de macromonomere(s) PNIPAM obtenu(s) selon 
T exemple 1 avec des monomeres du type hydrosoluble. 

a) Svnthese 

is Cette copolymerisation est realisee dans I'eau a temperature 

ambiante. L'amorceur utilise est le couple redox persulfate d'ammonium 
((NH 4 ) 2 S 2 0 8 ) [20 g/l] - metabisuifite de sodium (Na 2 S 2 0 5 ) L'ensemble des 
copolymeres ainsi prepare est purifie par precipitation dans T acetone, a 
T exception du copolymere T7 dont Ies segments solubles sont constitues de 

20 dimethylacrylamide DMAM, qui est purifie par ultrafiltration et lyophilisation. 

Les differents polymeres synthetises sont repertories dans le 
tableau 2 ci-apres, qui rend egalement compte des quantites de reactif utilisees 
(indiquees entre parenthese). 

Dans le tableau : 

25 - Les viscosites sont exprimees en centipoises [A EXPR1MER EN 

SI], pour un polymere en solution a 5g/100ml dans Teau et a un taux de 
cisaillement de 10s* 1 , a I'aide d'un viscosimetre cone-plan a taux de cisaillement 
uniforme Brookfield LDV III ; 

- Elles ont ete mesurees en solution aqueuse de LiN0 3 0,5 M a 
30 20°C en utilisant 4 colonnes Shodex OH Pack B803 a B806 de 25 cm en serie, 
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avec detection refractometrique. Eiles sont exprimees en 10 6 g/mole. Les valeurs 
entre parentheses sont les valeurs en "equivalent POE" (obtenues par 
comparaison avec des standards de polyoxyethylene), avec detection 
refractometrique. 

5 Le copolymere T10 ainsi que d'autres copolymeres de. la meme 

famille non decrits ici ont egalement ete analyses en masse moleculaire a I'aide 
d'une detection par diffusion de lumiere laser multiangle ("MiniDawn Wyatt), qui 
permet d'obtenir la masse moleculaire absolue. Par comparaison avec les 
masses en "equivalent POE" des memes polymeres, on a evalue que pour 
10 ('ensemble des polymeres presentes dans le tableau 2, la masse moleculaire 
absolue est de I'ordre de deux fois la masse en equivalent POE :-cette valeur - - 
estirnee est donnee en caracteres gras dans le tableau. 

Connaissant la masse moleculaire moyenne des copolymeres, celle 
des segments a LCST ou macromonomeres, et la fraction en masse de 
-" is segments a LCST incororee dans le copolymere, on deduit aisement le nombre 
moyens de segment a LCST par polymere (moyennes en masse), notes Ns dans 
le tableau 2, grace a la formule: 

Ns = f Mw(copolymere) / Mw(macromonomere) 

- Les valeurs en gras represented la fraction f de segments a LCST 
20 dans le copolymere final (fraction en masse). 

Tous les copolymeres decrits dans le tableau 2 presentent un 
caractere thermoviscosifiant. 
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Le mode operatoire presente ci-apres est donne pour la preparation 
du copolymere T7. Les modes operatoires pour les autres copolymers peuvent 
en etre deduits en modifiant la nature et la concentration des reactifs, et 
eventuellement la temperature de reaction conformement au tableau 2. 

Dans un ballon de 100 ml sont introduits le PNIPAM-10 et le 
monomere considere ainsi que 30 ml d'eau distillee. Ce melange est agite deux 
heures a temperature ambiante sous barbotage d'azote afin d'eliminer le 
dioxygene dissous. 

On porte alors le melange a la temperature choisie pour ia 
polymerisation a I' aide d'un bain thermostate, ajoute alors les amorceurs sous 
forme d'une solution de (NH 4 ) 2 s6 8 a 20 g/l et d'une solution de Na 2 S 2 O s a 5 g:L, 
soit respectivement 0,1 % et 0,03 % en mole de la quantite de monomeres 
introduits. Le melange est maintenu sous agitation et barbotage durant4 heures. 
15 Avant I" introduction des amorceurs, puis toutes les heures durant 

la polymerisation, on effectue des preievements du milieu reactionnel (0,1 ml 
dilues dans 5 ml de methanol) afin de suivre revolution de la reaction par 
chromatographie d'exclusion sterique. 

Generalement, les donnees associees a Tobservation visuelle de 
20 i'augmentation de la viscosite du milieu reactionnel permettent de conclure au 
bon deroulement de la reaction, avec un rendement pratiquement total, 
b) Purification 

La purification des polymeres se fait differemment selon la nature 

du squelette. 

25 Pour !es polymeres dont le squelette est constitue de DMAM, il a 

ete utilise I' ultrafiltration selon le mode operatoire suivant : 

Le milieu reactionnel est dilue dans un litre d'eau puis ultrafiltre sur 
une membrane dont le seuil de coupure est 100.000 Daltons. La solution de 
polymere est ensuite concentree puis lyophilisee. 
30 Le rendement est assez variable, generalement autour de 60 %. 

Les macromolecules a squelette acrylamide sont precipitees dans 
I'acetone selon la procedure suivante : 
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Le milieu reactionnel est precipite ientement dans 1 litre d' acetone 
puis filtre sur fritte n° 4 et lave avec trois fois 100 ml d' acetone. Le solide est 
recupere puis seche une nuit a la pompe a palettes. 

Le rendement massique est bien meilleur que pour I'ultrafiltration- 
5 lyophilisation et est proche de 90 %, 

Le taux d' incorporation des macromonomeres a ete verifie par RMN 
de I'hydrogene sur les polymeres dilues a 2g/100ml dans I'eau lourde (appareils 
Bruker a 250 et 400 MHz). On trouve que le taux d' incorporation ne depend, aux 
fluctuations experimentales pres, que du rapport entre la masse initiale de 
10 PNIPAM et la masse initiale de monomere hydrophile. II est, respectivement, de 
-6,5+/-0,3-% en moles, pour une concentration initiale de 0,4g de PNIPAM. pour 
2,8g d'acrylamide, et de 12+/-1 % en moles, pour une concentration initiale de 
0,8g de PNIPAM pour 2,8 g d'acrylamide. 

15 EXEMPLE 3 : 



DMAM/PNIPAM et AM/PNIPAM prepares selon I'exemple 2 en fonction de la 
temperature. 



de 5g/100ml dans I'eau purifiee (MilliQ). La viscosite de chacune des solutions 
correspondantes a ete mesuree sur un rheornetre cone-plan Brookfield DV3 
pilots par le logiciel Rheocalc (Sodexim, Muizon, F). Le taux de cisaillement 
retenu est de 10 (1/s) pour un gradient de temperature de 1°C par minute. Les 
25 resultats obtenus sont representes en figure 1. 



presentent bien les proprietes rheologiques qui permettent de les utiliser selon 
Tinvention, et en particulier, qu'ils presentent une viscosite V2 a une temperature 
T2 significativement superieure, d*un facteur superieur a 2 (100 %), souvent 
30 d'ordre 10, et pouvant aller jusqu'a un facteur 60, a la viscosite V1 obtenue a 
une temperature T1 inferieure a T2 d'au moins 20°. 



Evaluation du comportement rheologique de copolymeres 



20 



Dans cet exempie, chacun des copolymeres a ete introduit a raison 



On peut constater que les differents copolymeres synthetises 
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Pour !es polymeres decrits dans cet exemple, la temperature T1 
peut etre comprise entre 20 et 40°C, ou meme inferieure, et la temperature T2 
peut etre superieure a 45°, et preferentieliement de I'ordre de 60°C. 

On constate egalement que le polymere T10AA, prepare a titre de 
5 temoin selon le meme protocole mais sans macromonomere PNIPAM, et ne 
pouvant.donc presenter dans sa structure ia multiplicity de blocs a LCST qui 
caracterise ies copolymeres selon I'invention, presente une viscosite qui decroTt 
de fagon faibie et continue en fonction de la temperature, et ne peut done 
exercer Ies effets benefiques de I' invention. 
10 Par ailleurs, pour I'ensembie des copolymeres et a une vitesse de 

changement de temperature de 1°C par mn, on n'observe pas d'hysteresis 
significative, la courbe de viscosite etant essentiellement identique en montee et 
en descente de temperature. 

En comparant la figure 1 et le tableau 2, on note que la viscosite a 
15 basse temperature est fortement correlee a la masse moleculaire du copolymere. 
On remarque egalement que le comportement thermoviscosifiant et 
I 1 augmentation de viscosite avec la temperature sont fortement correles au 
nombre moyen de segments a LCST par chame Ns, Ies vateurs Ies plus elevees 
de ce parametre correspondant aux effets thermoviscosifiants Ies plus forts 
20 La figure 2a illustre le comportement rheologique du copolymere 

T10 au sein d'un electrolyte ionique tel que par exemple le carbonate de 
potassium, ou encore un tampon de type TRIS-TAPS 50 mM/Uree 7M tel qu'on 
en utilise pour le sequengage. 

En figure 2b sont representes Ies comportements de deux solutions 
25 a base du copolymere PAM-NIPAM T10, Tune pour une concentration de 3 
g/100ml en copolymere et Pautre pour une concentration de 2 g/100ml en 
copolymere. On note que le caractere thermoepaississant est sensible des 2 
g/100ml T mais renforce a 3 g/100ml et plus encore a 5 g/100ml (figure 1), la 
concentration etant egalement un parametre qu'on fera utiiement varier pour 
30 adapter Ies milieux selon I'invention selon les applications particulieres. 

En particulier, la plupart des polymeres presentes dans le tableau 2 
presentent pour des concentrations inferieures ou egales a 5g/100ml un 
caractere thermoviscosifiant, e'est a dire qu'ils ne presentent pas d'hysteresis 



,WO 00/40958 




CT/FR99/03304 



41 



significatif de ieur viscosite en montee et descente de temperature, et sont 
capables d'ecoulement en moins de 30 s quand on retourne le recipient. 

Le polymere T16, par contre, donne lieu a un etat de type gel a 
60°C pour des concentrations de 8g/1 00ml et plus. 



EXEMPLES 4 : 

Proprietes de separation de milieux de separation pour 
electrophorese capillaire comprenant a titre de copolymere, I'un des copolymers 
prepare selon I'exemple 2. 

Les experiences d' electrophorese" presentees dans cet exemple et 
les suivants ont ete effectuees a I'aide un appareil construit au laboratoire, 
similaire a celui decrit dans Lindberg et coll., Electrophoresis, 18, 1973 (1997). 
Les ADN separes sont detectes par fluorescence avec excitation par un laser 
Argon a 488 nm et emission a 530+/-30 nm. L' injection est du type 
electrocinetique. Le capillaire, en silice fondue recouverte de polyimide 
(polymicro), de diametre interieur 100 urn, est thermostate entre le point 
d'injection et le point de detection par circulation d'huile silicone dans une 
enveloppe etanche, a I'exception des 2 premiers et des 2 derniers centimetres, 
(sauf mention contraire, ce type de capillaire sera utilise dans les experiences 
d'electrophorese presentees ci-dessous) 

Essai 4-1 

Proprietes separatrices d'un milieu comprenant a titre de 
copolymere le copolymere PAM-NIPAM (T15) a une concentration de 2 g/100ml 

Le milieu est melange au tampon TRIS-TAPS (50 mM) et au 
marqueur ADN (pour le SYBR GREEN I 10 -4 ). 

Dans ce cas particulier, le remplissage du capillaire est effectue a 
25°C, I'injection est realisee en 10 secondes a 25 volts par centimetre et 
I'echantillon a separer est de meme nature que celui de I'essai precedent. 
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Les proprietes separatrices dudit milieu sont evaluees a deux 
temperatures 25°C et 60°C et les figures 3a et 3b rendent compte de ces 
proprietes. On constate que la separation est a la fois plus resolutive et plus 
rapide a 60°C. 

5 

Essai 4-2 

Proprietes separatrices d'un milieu de separation a base du 
copolymere PAM-NIPAM (T12). 

Le milieu est introduit dans le capiilaire a 25°C a une concentration 

o de 8 g/100ml melange au tampon TRIS TAPS (50 mM) et au marqueur d'ADN 
SYBR GREEN I (Molecular probes) dilue a raison de 10" 4 par rapport a la solution 
stock vendue par le fournisseur. On note un comportement similaire avec une 
amelioration de la resolution et du temps de separation, quand la temperature 
choisie pour la separation est 60°C. 

5 On constate egalement que la resolution pour de grands fragments 

d'ADN duplex est meilleure avec le copolymere T15, prepare avec faible taux 
d'agent de transfert et presentant done une haute masse moleculaire, qu'avec le 
copolymere T12 prepare avec un taux d'agent de transfert plus eleve et 
presentant une masse moleculaire plusfaibie. 

Essai 4-3 

Proprietes separatrices d'un milieu comprenant a titre de 
copolymere le copolymere PDMAM-NIPAM (T7) a une concentration de 2 
g/100ml. 

Ce milieu est melange au tampon TRIS-acetate (50 mM) et au 
marqueur ADN SYBR GREEN I 10" 4 . 

Dans ce cas particulier, I'echantillon est le marqueur " Phi-X 174- 
RF DNA, Hae III digest " (Pharmacia biotech), dont les fragments ont des tallies 
comprises entre 72 et 1358 bp, ('injection est realisee en 5 secondes a 20 volts 
par centimetre et I'echantillon a separer est de meme nature que celui de I'essai 
precedent. 

Les proprietes separatrices dudit milieu sont evaluees a deux 
temperatures 25°C et 50°C et les figures 4a et 4b rendent compte de ces 
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proprietes. On constate, comme dans r essai precedent, que la separation est a 
fa fois plus resolutive et plus rapide a plus haute temperature. 

Essai 4-4 

5 Proprietes separatrices d f un milieu comprenant a titre de 

copolymere le copolymere PAM-NIPAM T21, prepare a partir du 
macromonomere PNIPAM-20, a une concentration de 2 g/100ml. 

Le milieu est melange au tampon TRIS-acetate (50 mM). Pour ce 
milieu de separation, ia viscosite a haute temperature est relativement peu 

10 elevee, et ne permet pas une suppression totale de Pelectroosmose. En 
consequence, le capillaire a ete prealablement a sa mise en ceuvre, lave avec 
une solution d'acide chlorhydrique 1M comprenant 1 g/100ml de 
polyvinyllpiroiidone de masse moleculaire 1 000 000 (Polysciences, Eppelheim, 
D). 

15 Dans ce cas particulier, I'echantillon est le marqueur " 100 bp 

fluorescein ladder", Bio-Rad, dont les fragments presentent des tallies 
comprises entre 100 et 1000 bp, ['injection est realisee en 10 secondes a 25 volts 
par centimetre. 

Les proprietes separatrices dudit milieu, introduit dans le capillaire a 
20 25°C, sont evaluees a deux temperatures 25°C et 50°C et les figures 5a et 5b 
rendent compte de ces proprietes. 

On constate, comme dans I 1 essai precedent, que la separation est 
plus rapide a plus haute temperature, mais que le gain en resolution est moins 
important qu'avec par exemple T15 ou T7, qui presentent un caractere 
25 thermoepaississant plus marque. Ceci confirme que le caractere 
thermoepaississant, tel qu'il apparaTt dans les courbes de viscosite en fonction 
de la temperature, est un avantage caracteristique des milieux selon r invention, 
et que les dites courbes de viscosite peuvent etre utilisees comme guide pour 
('optimisation des proprietes de separation. 

30 

Essai 4-5 

Separation des produits de sequence a Taide d'un milieu de 
separation comprenant le copolymere PAM-NIPAM (T10). 



WO 00/40958 ,^^CT/FR99/03304 



44 

Le copolymere est utilise a deux concentrations differentes, 3 
g/100ml et 5 g/lOOml, respectivement, en tampon TRIS TAPS (50 mM), uree 
7M. Le pH du milieu est de I'ordre de 8,2. A titre de temoin, il est realise un essai 
avec un milieu de sequen<page commercial (POP6 Perkin-EImer), utilise tel que 
5 regu. 

Le capillaire utilise possede une longueur de 40 cm avec une 
longueur efficace de 30 cm et un diametre interne de 100 pm. Pour les milieux 
de separation a base de polymere T10, qui ne presentent pas de proprietes 
specifiques d'adsorption sur la siiice, le capillaire est prealablement a sa mise en 

10 ceuvre, lave avec une solution d'acide chlorhydrique 1M et comprenant 1 
g/100ml de polyvinyllpirolidpne.de masse moieculaire .1 000 000. Le milieu de 
separation est introduit dans le capillaire a 25°C. 

L'echantillon teste est ie produit d'une reaction de sequence d'ADN 
ssM13mp18, (fragments a terminaison " T " ), prepare par sequen?age cyclique 

15 (" cycle sequencing") avec le kit fluorescein-primer distribue par Amersham, 
selon les indications fournies par le fabricant. 

Le champ electrique est de 200 volts par centimetre et Tinjection est 
realisee en 8 secondes a 200 volts par centimetre. Les capacites separatrices de 
chacun de ces milieux sont evaluees a la temperature de 60°C. Les figures 6 et 7 

20 rendent compte respectivement des capacites separatrices du milieu de 
sequengage commercial (temoin figure a), et des milieux selon Tinvention a base 
du copolymere T10 a des concentrations respectives de 3 g/100ml (figures b) et 
5 g/100ml (figures c) (les numeros au dessus des pics represented la longueur 
du fragment d'ADN moins 48 bases) 

25 

Essai 4-6 

Proprietes separatrices vis a vis de fragments de sequences a 
I'aide de differents milieux de separation conformes a I 1 invention. 

Les milieux testes sont a base soit du copolymere PAM-N1PAM 
30 (T12) a une concentration de 8 g/100ml, du copolymere PAM-NIPAM (T13) avec 
une concentration de 5 g/100ml ou du copolymere D MAM-NIP AM (T7) avec une 
concentration a 5 g/100ml, respectivement. 
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Chacun de ces milieux est bien entendu complemente en tampon 
TRIS TAPS (50 mM) et en uree 7M. lis possedent un pH de 8,2, la nature de 
I'echantillon et les conditions de separation sont les memes que celles retenues 
dans le cadre de I'essai precedent. 

5 Ces differents essais confirment que plusieurs milieux selon 

Pinvention, presentant une viscosite a la temperature ambiante relativement 
moderee, de J'ordre de 1000 mPa m" 1 s" 1 ou meme nettement inferieure, 
permettent de separer des fragments de sequence d'ADN avec des 
performances egales ou superieures aux milieux du commerce. On remarquera 

10 en particuiier que la resolution obtenue avec le T10 a 5g/100ml est nettement 
superieure a celle obtenue _avecJe_PO_P6, en un temp_s leg.erement inferieur. 

Essai 4-7 

Separation a I'aide de fragments d'ADN d'un milieu comprenant a 
is titre de copolymere le copolymere PAM-NIPAM (T10). 

Le copolymere utilise a une concentration de 2 g/100ml est 
melange au tampon TRIS-TAPS (50 mM), EDTA 2 mM et au rnarqueur ADN 

SYBR GREEN I 10* 4 . La longueur du capiilaire est de 15 cm, dont 10 cm 
jusqu'au detecteur, et le capiilaire est du type " DB17 M (JW scientific) de 

20 diametre interieur 100 micrormetres, afin de supprimer Telectroosmose residuelle 
apparaissant avec ce milieu. 

Dans ce cas particuiier, I'echantillon est le rnarqueur High molecular 
weight standard (Life Technologies), et presente des fragments compris entre 
8271 et 48502 paires de bases. I'injection est realisee en 5 secondes a 100 volts 

25 par centimetre. La separation s'effectue en champs pulses avec des impulsions 
carrees de "+/- 200V, une asymetrie entre les impulsions + et - de 20 % et une 
frequence de 30 Hz. La separation des fragments peut etre effectuee en moins 
de 20 mn (Figure 8), contre plusieurs heures dans une solution de polymeres 
enchevetree ordinaire (Heller et coll. Electrophoresis, 16, 1423-1428 (1995). 

30 

Essai 4-8 

Proprietes de separation et resolution a 40 °C de milieux de 
separation conformes a T invention. 
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Les milieux testes contiennent des polymeres bases sur des 
macromonomeres NIPAM de longueur differente (T22, T26, T24 et T25, 
respectivement), dissous a 3 g/100mi en tampon TRIS TAPS (50 mM), uree 7M. 
Le pH du milieu est de I'ordre de 8,2. I'echantillon utilise est un "50 BP LADDER- 
5 fluorescein Pharmacia. 

Les resultats en termes de largeur de pic sont donnes dans la 

figure 12. 

II en ressort que la meilleure resolution (plus faible largeur de pic), 
est pour cette serie obtenue avec le polymere T24 (prepare a partir de 
10 macromonomeres de masse moleculaire moyenne 15000), et que les milieux a 
base de T25 et T26 donnent egalement des resultats tres satisfaisants et 
suffisants pour effectuer un sequengage de bonne qualite. 

Essai 4-9 

15 Separation de produits de reaction de sequence a I'aide d'un milieu 

de separation selon Tinvention a temperature constante. 

Le milieu teste est du type T16, a 5g/100ml, en tampon Na TAPS 
50 mM, EDTA 2 mM, uree 7M, le dit milieu etant introduit dans le capillaire a 
50°C, et la separation s'effectuant egalement a 50°C. On utilise un appareil ABI 

20 310. 

On note que la lecture s'effectue tres bien jusqu'a plus de 500 
bases, et que ('introduction a basse temperature n'est pas dans ce cas precis 
indispensable a la mise en oeuvre du milieu selon Tinvention. Cette propriete 
avantageuse provient du fait que le milieu est du type therrnoviscosifiant, et ne 
25 presente done pas a la temperature a laquelle s'effectue la separation, un etat de 
type gel qui empecherait son introduction dans le capillaire. 

EXEMPLE 5 : 

Preparation de copolymeres PVA-NIPAM (PolyVinylAlcool/Poly-N- 
30 Isopropylacrylamide). 



L'alcool polyvinylique constituant le squelette hydrosoluble du 
copolymere est obtenu au prealable par hydrolyse de Tacetate de polyvinyle. Le 
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polymere utilise pour I'etude possede un taux d'acetate de 12,4 % en mole et 
une masse molaire en poids de 145 000 g/mole. Sa viscosite intrinseque dans 
Teau a 30° C est de 92 ml/g, la concentration critique de recouvrement des 
chaTnes C* est d'environ 1,25 g/100ml. 

5 La voie de synthese suivie est du type "grafting from". Elle est 

decrite par Nonaka & al. en milieu homogene (Y. Nonaka, Y. Ogata, S. Kurihara, 
Journal of Applied Polymer Science, vol. 52, 951-957 (1994)) ou Ikada & al. dans 
le cas d'un squelette de poiymetacrylate de methyle (Y. Ikada, Y. Nischizaki, I. 
Sakwada, J. Polym. ScL, Vol. 12, 1829-1839 (1974)). 

10 La synthese est realisee a 60° C pendant 20 heures dans le 

dimethyisulfoxyde (DMSO), en presence de persulfate de -potassium (KPS) afin 
de generer des radicaux sur les squeiettes PVA. Ces radicaux induisent alors la 
polymerisation du monomere present dans le milieu pour conduire au produit 
final. 

15 La formation de groupements carbonyle selon une reaction 

secondare de tautomerie ceto-enolique provoque Tapparition d'une coloration 
jaune effectivement observee durant le synthese. 

Le tableau 3 ci-apres rend compte des caracteristiques du PVA- 
NIPAM obtenues selon ce protocole. 
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TABLEAU 3 





m (g) ou 
Vfml) 


PVA 


5g 


NIPAM 


5g 


KPS 


0,08g 


DMSO 


100ml 


KPS/PVA 
ratio molaire 


0,26 


homoNIPAM 
m (g) 

Mw k (g/mol) 


0,772 
19300 


Copolymere 

m(g) 
rendement (%) 


8,9 
89 


Taux de greffage 
% poidsNIPAM 


32,3 



deterrninee par SEC dans le THF a 40°C, avec colonne ustrastyragel 
5 (chromatographe Waters 150 CV+), detection refractometrique et etalonnage 
simple par rapport a des standards de polystyrene. 

0 deterrninee par RMN. 

EXEMPLE 6 : 

io Preparation d'un copolymere tribloc lineaire POP-POE-POP 

Ce copolymere est prepare selon un protocole derive de celui decrit 
par J. P. Kaczmarski et J.E. Glass, Langmuir, 1994, 10, 3035-3042. 

Environ 10 g de polyethyleneglycol de poids moleculaire 35.000 
15 (Merck, Hohenbrunn, D) (PEG) et 100 ml de toluene anhydre sont melanges - 
sous atmosphere d'argon (les polyoxyethylenes de basse masse moleculaire 
sont couramment appeles " polyethylene glycol"). Une fois que le PEG est 
dissous dans le toluene, le melange est chauffe a reflux sous argon et 
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approximativement 10 a 15 ml de toluene anhydre sont evapores. La solution est 
refroidie a temperature ambiante et 120 mg (0,2 % en poids) de dilaurate de 
dibutyletain sont ajoutes a la solution. Une quantite stoechiometrique de- 
diisocyanate isophorone (128 mg) est dissoute dans 5 ml de toluene anhydre et 
5 ajoutee au melange. La reaction est suivie par visualisation spectroscopie 

infrarouge (par valorisation de la diminution de la bande isocyanate a 2260 cm ). 
Au terme de 90 minutes, 2,4 g de polypropyleneglycol monobutyl ether (Mn 400) 
(PPG) (Aldrich, Milwaukee, USA) sont dissous dans 20 ml de toluene anhydre et 
ajoutes goutte a goutte au melange (les polyoxypropylenes de basse masse 

10 molecuiaire sont couramment appeles 11 polypropylene glycol "). La reaction est 
poursuivie toute une nuit (environ 15 heures) a 5° _C (Ia_bande isocyanate decroTt 
a partir du debut de la reaction pour se stabiliser ensuite). 80 ml de toluene sont 
ajoutes au melange afin de diminuer la viscosite de la solution et le polymere est 
precipite a I'aide de 550 ml d'ether de petrole, filtre sur verre fritte n° 4, lave avec 

15 un exces d'ether de petrole et seche sous vide. 

EXEMPLE 7 : 

Determination du comportement thermoepaississant d'un 
copolymere PVA-NIPAM et d'un copolymere tribloc lineaire POP-POE-POP. 

20 

Le rheometre utilise dans cet exemple est identique a celui mis en 
oeuvre dans I'exemple 3 precedent. Le PVA-NIPAM mis en oeuvre correspond a 
celui du tableau 3 et le copolymere tribloc lineaire POP-POE-POP est celui 
prepare en exemple 6. 
25 En figure 9 sont representes les comportements rheologiques de 

milieux comprenant 

- respectivement 4,5 % en poids de PVA-NIPAM ou 4,75 % en 
poids de PVA dissous dans un electrolyte 50 mM TRIS-TAPS ( figure 9a). On 
note que le copolymere PVA-NIPAM presente un caractere thermoepaississant a 

30 partir d'une temperature superieure a 35°C, que ne presente pas le PVA seul. 
et 

- le caractere thermoreticulant du copolymere tribloc lineaire POP- 
POE-POP qui epaissit rapidement au dela d'une temperature de 20°C (figure 
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9b). Figure egalement sur ce graphe le comportement rheoiogique du polymere 
polyethylene glycol a rneme concentration. Dans ce cas on ne note aucune 
augmentation de la viscosite en fonction de la temperature. 



5 EXEMPLE 8 : 

Proprietes de separation d'un milieu de separation 
electrophoretique comprenant un copolymere PVA-NIPAM selon Pexemple 5. 

La detection par fluorescence se fait dans les memes conditions 
que celles decrites dans I'exemple 4. En ce qui concerne le canal capillaire il a 
io une longueur totale de 40 cm et une longueur efficace de 30 cm, un diametre 
interne de 100 pm et ii est revetu d'un derive d'acrylamide selon le precede decrit 
dans par HJERTEN J. Chromatogr., 1985, 347, 191 afin de supprimer 
I'eiectroosmose. 

Uelectrolyte comprend 4,75 g/100ml du copolymere PVA-PNIPAM 
15 et 50 nM de tampon TRIS TAPS. 

Le champ electrique est de 200 volts par centimetre. L'injection est 
realisee en 10 secondes a 200 volts par centimetre. L'echantillon est le sizer 50- 
500, Pharmacia Biotech, dilue a 1/500 dans de I'eau MIL! Q (Millport). 

Les proprietes separatrices sont appreciees a deux temperatures, 
20 20°C (figure 10a) et 44°C (figure 10b). Le temps de separation est ameliore, 
mais la resolution n'est pas augmentee de fa?on notable, ce qui est sans doute 
du a la trop faible viscosite atteinte a 44°C pour ce milieu. 

EXEMPLE 9: 

25 Proprietes separatrices d'un milieu de separation comprenant a titre 

de copolymere un copolymere tribloc POP-POE-POP selon Texempie 8. 

Le milieu a ete teste dans les conditions preconisees pour le milieu 
decrit en exemple 7 precedemment. 

Les resultats obtenus sont representes dans la figure 1 1. 
30 La figure 11a rend compte des proprietes separatrices du milieu 

temoin e'est-a-dire a base simplement de polyethylene glycol non modifie, a 
20°C. La figure 11b rend compte des proprietes separatrices d'un milieu 
comprenant le copolymere POP-POE-POP a une temperature de 20°C par 
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analogie au milieu temoin et la figure 11c illustre les proprietes separatrices d'un 
milieu a base dudit copolymere mais a une temperature de 50°C. Ceci montre 
que le copolymere presente des la tamperature ambiante une resolution 
superieure a celle obtenue avec ie POE seul, sans doute a cause de sa masse 
5 moleculaire superieure, mais que les proprietes sont encore grandement 
ameliorees quand on passe a 50°C, et montre que les polymeres du type 
sequence presentant au moins deux blocs a LCST peuvent egalement etre 
utilises avantageusement dans le cadre de T invention pour effectuer des 
separations electrocinetiques. 

i° 

EXEMPLE 10 : . 

Preparation d'un copolymere charge PAAgNIPAM (Acide 
Polyacrylique/Poly-N-lsopropylacrylamide). 

15 L'acide polyacrylique utilise est en solution a 12,5 g/100ml dans 

I'eau. Le polymere note PAA500 a une masse moiaire moyenne en poids de 
500 000 g/mol (Fluka) 

Le squelette du PAA500 est sensible au pH ; les fonctions 
carboxyliques ionisables ont un pKo aux alentours de 4,25 unites pH. 

20 

1 ) Svnthese du cooolvmere PAAgNIPAM 
a) Mode operatoire 

La voie de synthese suivie consiste a greffer de courtes chaines de 
25 NIPAM sur une fraction faible des fonctions acide carboxylique d'un squelette 
d'acide polyacrylique. Elle se decompose en deux temps : 

Synthese d r oligoNIPAM, courte chaine de PNIPAM (Mw ^ 
2 000 g/mol) terminee par une fonction amine, et ce par polymerisation 
radicalaire de monomeres NIPAM dans ie methanol en presence de I'agent de 
30 transfert AET,HCI (2-aminoethanethiol hydrochlore) et de I'initiateur AIBN (2,2 ! - 
azobistutyronitril) a 60°C pendant 20 heures. (ce mode de synthese constitue 
une alternative a celui, en solution aqueuse, utilise pour preparer les polymeres 
PNIPAM-A dans I'exemple 1 ). 
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On effectue ensuite le greffage des oligoNlPAM de longueur 
connues sur le squelette PAA500 reaction entre groupes fonctionnels acides et 
amines en presence d'un amorceur podiimide : 

- soit dans I'eau a 60°C pendant 1 heure (amorceur EDC 1,2 
5 dichloroethane), 

- soit dans la N-Methylpyrrolidone (NMP) a 60°C pendant 24 heures 
(amorceur DCCI dicyclocarbodiimide). 

Le tableau 4 rend compte de la composition du copolymere 
PAAgNIPAM obtenu par ce protocole. 

10 

Tableau 4: 





Synthese dans I'eau du 
PAAgNIPAM 1 




m(g) ou V (ml) 


n (mmol) 


OligoNlPAM 


1,7g 


0,7 


PAA500 


3g 




Amorceur 


0,575g 


3 


Solvant 


25f> ml 




Copolymere 
m (g) 

taux de greffage 3 


4,58 
18 



% en poids de NIPAM determine par RMN. 



15 



EXEMPLE 11 : 

Comportement rheologique du copolymere PAAgNIPAM 



U evolution de la viscosite en fonction de la temperature a ete 
tracee dans les mernes conditions que dans Texemple 6 ci dessus mis a part 

20 i'utilisation d'un gradient de cisaillement de 100 s' 1 et d'une Vitesse de montee 
en temperature de 2°C par minute. L'effet thermoepaississant apparaTt a 33°C 
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pour le PAAgNIPAM i et se prolonge jusqu'a 65°C, ne presentant sur cette 
garnme de temperature qu'une phase de croissance et Pamorce d'un palier. Ceci 
montre qu'a I'aide des exemples et descriptions donnees ci-dessus, il est 
egalement possible de preparer des copolymeres presentant un squelette 
5 hydrophile charge et une multiplicite de blocs a LCST donnant lieu a une 
thermoregulation et utilisables dans le cadre de ['invention. 
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REVENDICATIONS 



1. Milieu thermosensible pour la separation d'especes au sein 
d'un canal de separation, ledit milieu comprenant un electrolyte dans lequel est 
dissous au moins un ensemble de copolymere blocs caracterise en ce que 

5 iesdits copolymeres blocs : 

- sont presents dans ledit electrolyte a une concentration suffisante 
pour conferer. audit milieu la faculte de transiter reversiblement d'un etat de 
viscosite V1, obtenu a une temperature T1, vers un etat de viscosite V2 
superieure d'au moins 100 % a V1, obtenu a une temperature T2 superieure 

io d'au moins 20°C a T 1 et 

- comprennent dans ieur structure au moins 

- deux segments polymeriques non-contigus presentant dans 
ledit electrolyte une LCST et possedant un nombre moyen d'atomes le long de 
Ieur squelette superieur a 50 et 
15 - un segment polymerique soluble dans I 'electrolyte aux 

temperatures T1 etT2. 

2. Milieu selon la revendication 1 caracterise en ce que la 
temperature T1 est comprise entre 15° et 30°C. 

20 3. Milieu selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que la 

temperature T2 est comprise entre 40°C et 80°C. 

4. Milieu selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce 
que la viscosite V2 est superieure d'au moins un facteur egal a 5 a la viscosite 
V1. 

25 5. Milieu selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce 

que la LCST d'une fraction significative desdits segments a LCST est comprise 
entre Tl et T2. 

6. Milieu seion Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que I'ensemble des segments a LCST represented entre 2 % 

30 et 25 % et de preference entre 5 et 15 % de la masse molaire totale moyenne 
des copolymeres. 

7. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que tout ou partie des blocs a LCST possedent le long de Ieur 
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squelette un nombre rnoyen d'atomes superieur a 75, ou une masse moleculaire 
moyenne superieure a 2 500. 

8. Milieu seion Tune des revendications 1 a 7 caracterise en ce 
que ce tout ou partie desdits polymeres se presentent sous la forme de 
polymeres iineaires sequences. 

9 Milieu selon Tune des revendications 1 a 7 caracterise en ce 
que tout ou partie desdits polymeres se presentent sous la forme de 
copolymeres en peigne dont le squelette est constitue par un ou plusieurs 
segments solubles dans I'electrolyte aux temperatures T1 et T2. 

10. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
- caracterise en ce _que tout ou partie des_ copolymeres possedent un nombre 

rnoyen de segments a LCST par chame superieur a 2 et de preference superieur 
a 5. 

11. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que tout ou partie des copolymeres possede une masse 
moleculaire superieure a 30 000 ou un nombre d'atome le long du squelette 
principal superieur a 2 000. 

12 Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que tout ou partie des copolymeres possede une masse 
moleculaire comprise entre 50 000 et 3 000 000 ou un nombre d'atome le long 
du squelette principal compris entre 2 500 et 100 000. 

13. Milieu seion Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que tout ou partie des copolymeres possede un nombre rnoyen 
d'atomes le long d'une section de segment soluble, comprise entre deux points 

25 de liaison consecutifs dudit segment soluble avec des segments a LCST, 
superieur a 210. 

14. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que tout ou partie desdits segments polymeriques a LCST 
derivent d'un ou plusieurs polymeres choisis parmi : 

30 - les polyvinylalkylether, 

- les hydroxyalkylcelluloses, 

- les homopoiymeres d'etheroxydes, 

- les copolymeres statistiques et sequences d'etheroxydes, 
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- les homo- et co-polymeres alkylenes, et 

- les derives polyacryiiques derivant de I'homopolymerisation ou co 
polymerisation de monomeres choisis parmi les acides acrylique et 
rnethacrylique, ies acryiates et methacrylates d'alkyle, les N-alkyl-acrylamides ou 
-methacrylamides, ies N'N- dialkyl -acryiamides ou -methacylamides, les aryl- 
acrylamides ou -methacrylamides et les alkylaryl-acrylamides ou 
-methacrylamides. 

15. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que le ou les segments polymeriques solubles aux 
temperatures T1 et T2 sont constitues d'au moins un polymere choisi parmi les 
polyethers, polyesters, les homopolymeres et copolymeres statistiques solubles 
du type polyoxyalkylene, les polysaccharides, I'alcool polyvinylique, la 
polyvinylpirrolidone les polyurethanes, les poiyamides, les poiysulfonamides, les 
polysulfoxydes, le polystyrenesulfonate, les polyacrylamides et 
polymethacrylamides substitues ou non solubles dans ledit electrolyte. 

16. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que le copolymere est choisi parmi : 

- les copolymeres du type copolymere en peigne dont le squelette 
est de type acrylamide, acide acrylique, acryloylaminoethanol ou 
dimethylacrylamide et au niveau duquel sont greffees des segments lateraux de 
type poly(N-alkyl ou N,N dialkyi)acryiamide, de type polyoxypropylene ou 
copolymere polyoxyethylene/propylene, statistique ou sequence, ou de type 
polyether et 

- ies copolymeres du type copolymere sequence et presentant le 
long de leur squelette une alternance de segments de type polyoxyethylene et de 
segments de type polyoxypropylene, ou une alternance de segments de type 
polyoxyethylene et de segments de type polyoxybutylene ou une alternance de 
segments de polyethylene et de segments de type polyether plus hydrophobes 
que le polyoxyethylene. 

17. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que le copolymere est choisi parmi 

les polyacrylamide/poly(N-isopropylacrylamide) (PAM-NIPAM) ; 
polyvinylalcool/poly(N-isopropyl- acrylamide) (PVA-NIPAM) , 
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polyoxyethylene/polyoxypropylene, polyacrylamide/copolymere oxyethylene- 
oxypropylene, polyacrylamide/polyoxypropylene, acide 

polyacrylique/polyoxypropylene, acide polyacryiique/copolymere oxyethylene- 
oxypropylene, acide polyacrylique/poly(N-isopropyiacrylamide) et 

5 polydimethylacrylamide/ poly(N-isopropyl- acrylamide) (PDMAM-NIPAM). 

18. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il transite d'une viscosite V1 comprise entre 50 et 1000 mPa 
rrf 1 s* 1 (unite SI) a une temperature T1 comprise entre 15 et 30°C vers une 
viscosite V2 superieure a V1 d'un facteur compris entre 2 et 50 a une 

10 temperature T2 de I'ordre de 40°C ou superieure et en ce qu'il comprend entre 5 
g/1 00ml et 20 g/_1 00ml de copolymeres possedant . _ . _ 

- une masse moieculaire moyenne comprise entre 30 000 et 

2 000 000 ou un nombre d'atomes le long du squelette principal (est compris 
entre 1 000 et 60 000, 

15 - une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2 % et 

20 %, et 

- une masse moieculaire moyenne des segments a LCST comprise 
entre 2 000 et 20 000 ou un nombre moyen d'atomes le long d'un segment a 
LCST compris entre 35 et 350. 

20 19. Milieu selon Tune des revendications 1 a 17 caracterise en 

ce qu'il transite d'une viscosite V1 comprise entre 100 et 10 000 mPa rrf 1 s" 1 a 
une temperature T1 comprise entre 15 et 30° vers une viscosite V2 superieure a 
V1 d'un facteur compris entre 2 et 100 a une temperature T2 de Tordre de 40°C 
ou superieure et en ce qu'il comprend entre 1 g/1 00ml et 8 g/1 00m! de 

25 copolymeres possedant 

- une masse moieculaire moyenne comprise entre 500 000 et 

3 000 000 ou un nombre d'atomes le long du squelette principal compris entre 
7 000 et 90 000, 

- une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2,5 % 

30 et15%,et 

- une masse moieculaire moyenne de segments a LCST comprise 
entre 4 000 et 30 000 ou un nombre moyen d'atomes le long d'un segment a 
LCST compris entre 60 et 600. 
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20. Milieu selon I'une des revendications 1 a 17 caracterise en 
ce qu'il transite d'une viscosite V1 comprise entre 100 et 10 000 mPa rrr 1 s" 1 
(unite Si) a une temperature T1 comprise entre 15 et 30°C vers une viscosite V2 
superieure a V1 d'un facteur compris entre 2 et 100 a une temperature T2 de 

5 I'ordre de 40°C ou superieure et en ce qu'il comprend entre 0,1 g/100mi et 5 
g/lOOml de copolymeres possedant 

- une masse moleculaire moyenne superieure a 500 000 ou un 
nombre d'atomes le long du squelette principal superieur a 7 000, 

- une fraction en masse de segments a LCST comprise entre 2 % et 

10 15%,et 

- une masse moleculaire moyenne des .segments a LCST 
superieure a 4 000 ou un nombre moyen d'atomes le long d'un segment a LCST 
superieur a 90. 

21. Milieu selon I'une des revendications precedentes 
15 caracterise en ce que ledit copolymere est present dans ledit milieu et la 

concentration en copolymere est inferieure a 20g/100ml, et de preference 
comprise entre 0,1g/100ml et 8 g/100 ml. 

22. Milieu selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce qu'il comporte en outre des adjuvants de type particules, 

20 polymeres hydrosolubles, polymeres associatifs non thermoepaississants, ou 
encore agents de surface, neutres ou ioniques. 

23. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 
precedentes pour la separation ou Tanalyse d'especes choisies parmi des 
especes moleculaires ou macromoleculaires, et en particufier des 

25 macromoiecules biologiques comme les acides nucleiques (ADN, ARN, 
oligonucleotides), les analogues d'acides nucleiques obtenus par synthese ou 
modification chimique, les proteines, les polypeptides, les glycopeptides et les 
polysaccharides, des molecules organiques, des macromoiecules synthetiques 
ou des particules telles que des particules mineraies, de latex, des cellules ou 

30 des organelles. 

24. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 a 22 
pour le sequengage d'ADN. 
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25. Utilisation selon la revendication 24 caracterisee en ce que 
pour separer des molecules de masse moleculaire inferieure a 50 000 ou des 
oligonucleotides comprenant moins de 100 nucleotides, ou encore des proteines 
natives ou denaturees, on utilise un milieu selon la revendication 18. 

5 26. Utilisation seion la revendication 24 ou 25 caracterisee en ce 

que pour separer pour separer des produits de reaction de sequence d'ADN, des 
ADN duplex de moins de 1000 paires de bases, des proteines denaturees ou 
des polymeres synthetiques ou naturels de masse moleculaire comprise entre 
20 000 et 1 000 000, on utilise un milieu selon la revendication 19. 

io 27. Utilisation selon la revendication 24 caracterisee en ce que 

pour separer des ADN duplex de taille comprise entre 500 bases et plusieurs 
millions de paires de bases, ou des particules telles que des latex, des cellules 
entieres, des chromosomes entiers ou des oganelles, on utilise un milieu selon la 
revendication 20. 

15 28. Utilisation selon Tune des revendications 24 a 27, 

caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

- la selection dudit milieu de separation en fonction des 
caracteristiques des especes a separer ; 

- I' introduction de ce milieu dans un canal de separation d'appareil 
20 d'electrophorese en une quantite suffisante pour en constituer le milieu de 

separation, ledit canal de separation etant maintenu a une temperature voisine 
de la temperature T1 ; 

- la mise a la temperature T2 d'une portion significative du canal 
soit prealablement ou consecutivement a I' introduction d'un echantillon ; 

25 - r introduction a Tentree du canal de separation d'une quantite 

d' echantillon ; 

- la realisation de la separation a une temperature de I'ordre de 12 
dans ia portion du canal thermostatee et 

- la detection de !a migration des analytes initialement contenus 
30 dans l'echantillon. 

29. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 a 23 
dans un appareil d'electrophorese automatise. 
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30. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 a 23 
au sein d'un d'un systeme microfluidique. 

31. Dispositif d'electrophorese capillaire comprenant a titre de 
milieu de separation un milieu selon Tune des revendications 1 a 23. 

5 
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